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Factor de crecimiento de los fibroblastos
growth factor)
Hormona estimulante del folículo (Folicle
hormone)
Hormona de crecimiento (‘Growth hormone’). Prefijo: r,
rata
Tansportador de glucosa (‘Glucose transporte?)
ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N’ -2-etanosulfónico
( Fibroblast
stimulating
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IGF
IGFBP
ip
iv
Kav
LBB
MIT
MMI
MOPS
N
NBT
Nonidet-P40
NT
PAGE
PBS
PDGF
PEG
PMSF
PTU
PVDF
lilA
rpm
RRA
sc
SCN
Factor de crecimiento similar a la insulina (“Insulin-like
growth factor”). Prefijos: r, rata; h, humano; br, humano-
recombinante; tr, des(1-3) IGF-I (IGF-I truncado)
Proteína ligadora de IGF (“Insulin-like growth factor
binding protein”). Prefijos: r, rata; h, humano; b, bovino;
rh, humano-recombinante
Administración intraperitoneal
Administración intravenosa
Coeficiente de disponibilidad
Tampón de “ligand blotting”
Monoyodotirosina
2-mercapto- 1 -metilimidazol (metimazol)
Acido 3-(N-morfonilol)propinosulfónico
Ligamiento inespecífico
Nitroazul de tetrazoilo
Oxido de octilfenol-etileno
Neurotensina
Electroforesis en gel de poliacrilamida (“polyacrylamide gel
electrophoresis”)
Tampón fosfato (‘Phosphate buffer salme”)
Factor de crecimiento de derivado de plaquetas (“Platelet-
derived growth factor”)
Polietilenglicol
Fluoruro de fenil-metil-sulfonio
Propiltiouracilo
Difluoruro de polivinilideno
Radioinmunoanálisis (“Radioimmunoassay 9
Revoluciones por minuto
Radioanálisis de receptor (‘Radiorreceptor assay ‘9
Administración subcutánea
Isotiocianato
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SDS Dodecilsulfato de sodio
SRJH Somatostatina
STZ Estreptozotocina
T Concentración de ligando total
Diyodotironina
Triyodotironina. Prefijos: r, rata; r: rT3 (‘[3 inversa,
“reverse-T3”)
‘[4 Tetrayodotironina o tiroxina. Prefijo: r, rata
‘[BA Albúmina fijadora de tiroxina (“Thyroxine-binding
albumin”)
TBG Globulina fijadora de tiroxina (“Thyroxine-binding
globulin)
TBPA Proalbúmina fijadora de tiroxina (II Thyroxine-binding pre-
albumin)
TBS Solución salina tamponada con Tris (‘Tris-buffered salme’)
TE Tris base y EDTA
TEMED N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamina
Tg Tiroglobulina
TPO Tiroperoxidasa
TRH ilormoma de liberaciónde tirotropina (“Thyrotropin-release
hormone)
Tris Tris(hidroximetil)an-iinometano
TSH Tirotropina (‘ Thyroid-stimulating hormone ‘)
Tween-20 Monolaurato de polioxoetilenosorbitano
UI Unidades internacionales
V Volumen de elución de una sustancia determinado por
filtración en gel
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Introducción
1. INTRODUCCION.
1.1. HORMONAS TIROIDEAS.
1.1.1. Síntesis y secrecion.
Las células productoras de las hormonas tiroideas 3, 5, 3’-L-triyodotironina
(T3) y 3, 5, 3’, 5’ -L-tetrayodotironina (‘[4) se organizan en folículos en el interior de
la glándula tiroidea; dichos folículos rodean una cavidad que contiene una sustancia
viscosa denominada coloide y que constituye el almacén para la glicoproteina
tiroglobulina (Tg). Así pues, la síntesis de las hormonas tiroideas se inicia mediante
la captación de yoduro por parte del tiroides mediante un mecanismo de transporte
activo, a continuación, se produce la yodación en los grupos de tirosina de la Tg y,
mediante un acoplamiento intramolecular en una reacción catalizada por la enzima
tiroperoxidasa (TPO), se forman unos yodoaminoácidos precursores de las hormonas
tiroideas: monoyodo- y diyodotirosina (MIT y DIT, respectivamente). La Tg yodada
se almacena en el coloide, y sirve de reserva de ‘[3, ‘[4 y de yodo, pero no pasa como
tal a la sangre circulante, sino que la secreción de las hormonas tiroideas conlíeva
una degradación de la Tg por parte de la yodotirosina desyodasa (hidrolasa ácida),
que libera ‘[3, ‘[4, MIT y DIT y yodo, que se recicla en el folículo (Guyton, 1986).
El producto mayoritario de la secreción tiroidea es la tiroxina, aunque la forma activa
es la triyodada (‘[3), y esta se genera tanto en la glándula (en baja proporción en
condiciones normales) como en tejidos extracelulares por pérdida de un átomo de
yodo de la T4 (desyodación). La ‘[3 tiene una afinidad 10 veces mayor por el receptor
que la T4 (St Germain, 1994).
Las hormonas tiroideas, debido a su baja solubilidad en soluciones acuosas,
circulan por la sangre en una pequeña fracción (menos del 1 %) en forma libre, y la
mayor parte de ellas lo hacen unidas a unas proteínas transportadoras que se
sintetizan en el hígado: globulina fijadora de tiroxina (TBG), albúmina (‘[BA) y
proalbúmina (TBPA>.
1.1.2. Regulación del axis tiroideo.
La síntesis y secreción de las hormonas tiroideas, expuestas de un modo
simplista, están reguladas por un sistema complejo en el cual se pueden considerar
tres niveles diferentes. La hipófisis sintetiza y segrega la hormona tirotropa (‘[Sil),
principal estimulo de la función tiroidea. Dicha secreción está sujeta a dos
influencias, dado que el hipotálamo produce dos hormonas, la hormona liberadora de
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tirotropina (TRH), que estimula la síntesis y secreción de TSil en la hipófisis, y la
somatostatina (SRIH), que la inhibe. Sin embargo el sistema de contrarregulación
positivo más importante se establece a un tercer nivel, mediante la acción supresora
que las hormonas tiroideas ejercen sobre la síntesis y secreción de TSil.
Este esquema elemental se ve complicado por las diferentes acciones,
inhibidoras o estimuladoras, que a los distintos niveles ejercen otras hormonas y
neurotransmisores.
1.1.2.1. Tirotropina. (TSH, ‘thyroid-stimulating hormone).
La TSil es una glucoproteina y su regulación por las hormonas tiroideas es
un sistema de retroalimentacién negativa a nivel de la hipófisis; numerosos estudios
han demostrado que un aumento en los niveles de las hormonas tiroideas disminuye
la secreción de TSil y que el déficit de hormonas tiroideas aumenta su secreción
(Belchetz, 1978). Así pues, se ha visto que en situaciones de hipotiroidismo a corto
plazo, la administración de ‘[3 puede inhibir la síntesis y liberación de ‘[Sil de
manera dosis-dependiente, vía retroalimentación. Por otro lado, en situaciones de
hipotiroidismo prolongado, cuando la síntesis proteica está considerablemente
disminuida, la administración de hormona tiroidea estimula la síntesis de proteínas,
incluida la ‘[Sil. Este efecto predomina cuando la dosis de ‘[3 dada es pequeña,
mientras que dosis altas de dicha hormona harían más evidente la inhibición por
retroalimentación (Magner, 1990).
Además, esta regulación también ocurre vía hipotalámica, por hormonas que
estimulan o inhiben (TRH y DA, respectivamante) los niveles de TSH. Así pues, las
hormonas tiroideas e hipotalámicas interactúan para modular tanto los niveles
circulantes de ‘[Sil como la transcripción de los genes codificadores de la hormona
(Morley, 1981; Gershengorn, 1986).
1.1.2.2. Control neuroendocrino.
1.1.2.2.1. Hormona de liberación de tirotropina. (‘[RU, ‘thyrotropin-
release hormone”).
El ‘[RU es un tripéptido que posee un efecto positivo en el hipotálamo sobre
la función tiroidea, y aunque se encuentra ampliamente distribuido por el cuerpo,
parece ser que la región del núcleo paraventricular está particularmente involucrada
en el axis TRH-TSH (de Greef, 1992). No obstante, esta respuesta positiva en el
hipotálamo puede ser abolida por lesiones hipotalámicas y estímulos externos
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(cambios en la temperatura ambiente, stress, ciclo día-noche).
La liberación del ‘[RU está regulada de forma negativa por las hormonas
tiroideas, y aunque sobre esta retroalimentación existen grandes lagunas, se sabe que:
en las ratas hipertiroideas, la liberación de ‘[RU está disminuida en un 30-40%,
mientras que el hipotiroidismo inducido por tiroidectomía o la administración de
drogas tirostáticas se asocia con un aumento en el contenido hipotalámico del ARNm
de pro-’[RH (de Greef, 1992). No obstante, el tratamiento con MMI, que induce
también un aumento del contenido de ARNm de pro-TRU en el hipotálamo, no altera
la liberación de ‘[Ril a nivel de este órgano (Rondeel, 1988; Rondeel, 1990) y sólo
cuando el hipotiroidismo se induce mediante tiroidectomía o la administración de
PTU, se aumenta moderadamente el nivel de ‘[RU en la sangre portal hipofisal
(Rondeel, 1992).
1.1.2.2.2. Otros factores hipotalámicos.
1. Somatostatina (SRIH).
La somatostatina inhibe la secreción de Gil, pero también la liberación de
‘[Sil. En la rata, la somatostatina no afecta a los niveles basales plasmáticos de TSR,
pero sí inhibe la respuesta de ‘[Sil a TRH de manera dosis-dependiente, e incluso,
se ha sugerido que in vivo, parte de la retroalimentación negativa que ejercen las
hormonas tiroideas está mediada por el aumento de la sensibilidad de las células
tirotropas a la somatostatina hipotalámica (Spira, 1986).
En situaciones de hipotiroidismo inducidas por la administración de PTU se
ha visto que se duplica la capacidad de los extractos hipotalámicos para inactivar a
la SRIil, y se disminuye en el mismo grado el contenido hipotalámico de SRIH
(Berelowitz, 1980).
2. Neurotensina (NT).
La neurotensina afecta a los niveles plasmáticos de ‘[Sil; algunos estudios
sugieren que una inyección intravenosa de NT eleva la concentración plasmática de
‘[SU en la rata, mientras que en otros una inyección de este factor en el tercer
ventrículo de la rata no cambia los niveles circulantes de ‘[SU, o incluso los
disminuye (Vijayan, 1980).
3. Momoaminas
.
En la rata, la norepinefrina estimula la secreción de ‘[SU por la activación de
los receptores a, mientras que la dopamina inhibe su secreción (Spira, 1986).
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1.1.2.2.3. Hormonas tiroideas.
La administración de hormonas tiroideas, como se ha mencionado, inhibe los
niveles plasmáticos de ‘[SN basal y la estimulación de la liberación de la TSH
inducida por ‘[Ril, como consecuencia de la reducción del número de receptores de
TRH en células que secretan hormona tiroestimulante.
1.1.3. Metabolismo y acciones de las hormonas tiroideas.
1.1.3.1. Metabolismo.
El metabolismo de las hormonas tiroideas en tejidos extratiroideos involucra
a una serie de reacciones enzimáticas complejas como son: desyodación, conjugación
y/o desaminación y descarboxilación oxidativa. No obstante, la principal ruta
metabólica es la desyodación, que está mediada por una familia de enzimas presentes
en la glándula tiroidea y en tejidos extratiroideos (Leonard, 1990). Se han
identificado dos reacciones generales de desyodación: pérdida de un átomo de yodo
del anillo fenólico (externo), recibe el nombre de 5’-desyodación, y si el átomo de
yodo se libera del anillo tirosilo (interno) se denomina 5-desyodación. La 5’-
desyodación se considera como una ruta de activación porque genera directamente el
metabolito activo (‘[3) a partir de la “prohormona inactiva (‘[4) y, por el contrario,
la 5-desyodación es una ruta de inactivación porque da lugar a un metabolito
biológicamente inerte (rT3). Se conocen tres tipos de desyodasas:
1. Desvodasa tipo 1: Está presente en tejidos tiroideos y extratiroideos (riñón,
hígado, pulmón, músculo, piel) y posee principalmente actividad 5’-desyodasa,
aunque en menor medida también desyoda el anillo tirosilo (actividad 5-D), genera
la mayor parte de la T~ liberada a la circulación.
2. Desvodasa tino II: Sólo posee actividad 5’-desyodasa, se halla presente en
el cerebro pituitaria y tejido adiposo marrón, y es la responsable de la mayoría de
la ‘[3 producida a partir de la ‘[4 dentro de las células.
3. Desvodasa tino III: Tiene sólo actividad sobre el anillo tirosilo y se expresa
en el córtex cerebral y piel de ratas adultas y en placenta y otros tejidos fetales (St
Germain, 1994).
La importancia fisiológica de la desyodación sobre la economía de las
hormonas tiroideas es grande, y así, diversos estudios en ratas neonatales y fetos han
demostrado que, en situaciones de déficit de hormonas tiroideas, se favorece la
conversión de ‘[4 a ‘[3 en órganos como el cerebro lo que constituye un mecanismo
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de protección muy eficaz, especialmente durante periodos críticos del desarrollo como
el perinatal, en el que el desarrollo del cerebro depende en gran medida de las
hormonas tiroideas (Ruiz de Olla, 1988; Aláez, 1992b; Porterfield, 1993).
1.1.3.2. Acciones biológicas de las hormonas tiroideas.
La primera acción reconocida de las hormonas tiroideas fue su efecto en la
generación de calor, que se refleja en un aumento del consumo de oxígeno y del
metabolismo basa); así, activan los mecanismos oxidativos mitocondriales en hígado,
riñón, músculos y corazón (van Hardeveld, 1986).
Las honnonas tiroideas intervienen también en la regulación de procesos
metabólicos como la síntesis y degradación de proteínas, tanto estructurales como
enzimáticas (a-glicerolfosfato deshidrogenasa mitocondrial, enzima málico...),
incrementan el metabolismo lipídico, afectando más a la degradación que a la síntesis,
intervienen en la regulación del metabolismo de carbohidratos (aumentan la
gluconeogénesis y la utilización de la glucosa) y también, participan en la síntesis y
el mantenimiento del nivel adecuado de algunas vitaminas, y en su transformación en
cofactores enzimáticos (Freake, 1995; Venditti, 1997).
Además, entre los efectos que ejercen cabe destacar el papel que juegan en
procesos de crecimiento, diferenciación y desarrollo, y entre ellos cabe citar la
metamorfosis de los anfibios (Nikodem, 1990) o su actuación directa sobre el gen de
Gil (Yaffe, 1984).
La falta de hormonas tiroideas durante el desarrollo de los mamíferos lleva
asociada múltiples alteraciones en el crecimiento y maduración de muy diversos
tejidos. En etapas tempranas, en el sistema nervioso central durante el periodo
crítico del desarrollo embrionario y perinatal, la falta de hormonas tiroideas puede
producir daños severos e irreversibles (Eayrs, 1968 ; Timiras, 1989), que en el
hombre conducen a un retraso mental profundo (Dobbing, 1977; Morreale de
Escobar, 1983; Legrand, 1986). Este periodo, en el que el cerebro es muy vulnerable
se denomina crítico, coincide con una etapa de mitosis activas y diferenciación de las
células nerviosas, y en el hombre se sitúa entre el final de la gestación y los 2 años
de edad.
1.1.4. Interacción entre hormonas tiroideas e insulina.
Las hormonas tiroideas y la insulina ejercen acciones metabólicas contrarias,
no obstante, aún no se conoce bien el efecto que ejercen la ‘[3 y la 1’4 sobre el
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metabolismo de la insulina. En trabajos anteriores, se ha mostrado que el
hipertiroidismo puede aumentar (Beer, 1989; O’Meara, 1993), disminuir (Ikejiri,
1978; Escrivá, 1981>, o incluso, no alterar (Taylor, 1985> los niveles de insulina. El
hipotiroidismo también se muestra como un cuadro controvertido, aunque aún menos
estudiado que el hipertiroidismo.
En el hombre, el hipotiroidismo usualmente se presenta con unas
concentraciones basales de insulina normales y, raramente disminuidas (Lenzen,
1984). Por otro lado, el hipotiroidismo experimental puede ir acompañado de una
variabilidad similar a la del hipertiroidismo en cuanto a los niveles plasmáticos de
insulina. John y col. (1970) observaron en la rata que la inducción del hipotiroidismo
mediante la tiroidectomía o la administración de ciertos goitrógenos (C104, ReO¿,
MMI) disminuían los valores circulantes de insulina frente a los controles, mientras
que si se le administraba a las ratas fármacos antitiroideos como propiltiouracilo
(PTU) y SCN (isotiocianato), se producía un aumento en la insulinemia de estos
animales respecto a sus controles. Montes y col. (1977) indujeron en la rata un
hipotiroidismo experimental mediante tiroidectomia, e inicialmente observaron, a los
5, 10 y 15 días después de la operación, que los niveles circulantes de insulina no se
alteraban, mientras que si se prolongaba más el déficit de las hormonas tiroideas los
valores plasmáticos de esta hormona disminuían respecto a sus animales control. La
terapia de reemplazamiento con dosis fisiológicas de ‘[4, al igual que la
administración de Gil, normalizó los bajos niveles de insulina de estos animales
hipotiroideos (John, 1970; Montes, 1977).
A pesar de que la velocidad de secreción de la insulina puede estar aumentada
(Lenzen, 1984) o no alterada (O’Meara, 1993) en situaciones de exceso y déficit de
hormonas tiroideas, parece que en los pacientes hipertiroideos la respuesta de la
insulina a la administración de glucosa intravenosa u oral está muy exagerada (Ahrén,
1981; O’Meara, 1993>, mientras que el hipotiroidismo produce un aumento, una
disminución o no altera dicha respuesta.
La velocidad de desaparición de la insulina aumenta por el exceso de
hormonas tiroideas (Moghetti, 1994) y disminuye por el déficit (Lenzen, 1984), con
lo que la duración de la acción de la hormona se ve alterada por el estado tiroideo.
Estas alteraciones en la secreción de la insulina podrían hacer pensar en
cambios a nivel de los islotes pancreáticos, y así, se ha observado que la hipotrofia
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de los islotes parece ser un efecto directo de las hormonas tiroideas sobre el páncreas
endocrino que resulta de unos cambios degenerativos tras situaciones de
hipertiroidismo prolongado (Lenzen 1976; Lenzen, 1978). En este sentido también,
Morovat y col. (1998) apuntan que los altos niveles plasmáticos de insulina
encontrados en cerdos jóvenes tiroidectomizados pueden ser debidos, al menos en
parte, a un descenso en la sensibilidad de los tejidos a esta hormona, como
previamente se había sugerido en situaciones de hipertiroidismo (Abrén, 1981;
Mdller, 1988) e hipotiroidismo (Jayendra, 1972; Katsilambros, 1972).
Como hemos visto, el estado tiroideo afecta a la secreción normal de la
insulina, así como a su metabolismo (Foss, 1990) y contenido pancreático
(Katsilambros, 1972), lo que conduce a una modificación de la homeostasis glucídica
que podría llevar al desarrollo de una diabetes (más comúnmente en el
hipertiroidismo que en el hipotiroidismo).
1.2. FACTORES DE CRECIMIENTO SIMILARES A LA INSULINA (IGFs).
Los factores de crecimiento similares a la insulina (“insulin-like growth
factors> IGF-I y II son polipéptidos similares estructuralmente a la proinsulina, de
hecho, aunque son codificados por genes individuales, se encuentran relacionados
ancestralmente con el gen de la insulina y poseen efectos metabólicos similares a esta
(ilumbel, 1990). Se sintetizan en numerosos tejidos sobre los que ejercen acciones
a nivel de los procesos de proliferación y diferenciación, tanto locales (auto y
paracrinas) como endocrinas por la unión a receptores específicos de membrana.
En la sangre y otros fluidos extracelulares, los IGFs forman complejos con
unas proteínas específicas (‘insulin-like growth factor-binding proteins’, IGFBPs),
que constituyen una familia de péptidos relacionados estructuralmente entre si.
1.2.1. Estructura, síntesis y transporte.
1.2.1.1. Estructura.
Los IGFs son polipéptidos de cadena única de 70 y 67 aminoácidos (IGF-I y
JI, respectivamente>, con tres puentes disulfuro, y comparten entre sí una homología
del 62%, y con la proinsulina del 42% (Sara, 1990). En la estructura de estas
proteínas se han caracterizado varios dominios: A y B (similares a la insulina), C
(análogo al péptido de conexión de la proinsulina) y D (no está presente en la
insulina).
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La estructura primaria de los IGFs está altamente conservada entre especies.
El IGF-I de rata difiere del humano en tres aminoácidos, y el IGF-II tan solo muestra
cuatro sustituciones conservativas respecto al péptido humano (Daughaday, 1989). No
obstante, en el suero humano se han identificado variantes de estos péptidos de
distinta longitud, se han detectado formas truncadas y de alto peso molecular de
ambos IGFs, probablemente generadas por un procesamiento post-traduccional, dado
que no se han identificado ARNm que codifiquen para esas primeras formas.
Los genes que codifican para IGF-I y II en el hombre y en la rata comparten
numerosos elementos estructurales.
El gen que codifica para el IGF-I está compuesto por 6 exones separados por
5 intrones de un tamaño de 1.9 a 5OKb. Los exones 1 y 2 codifican el péptido señal
y una región 5’ no traducida; estos exones sufren un acoplamiento alternativo con el
exón 3 que codifica el resto del péptido señal y la mayoría del dominio B. El exón
4 codifica el resto del dominio B, C, A y D y los 16 primeros aminoácidos del
péptido E. El exón 5 codifica parte del péptido E, y el exón 6 el resto del péptido E
y una secuencia de la región 3’ no traducible (Lund, 1994). Este gen está regulado
por dos promotores, y como consecuencia de diferentes empalmes alternativos y de
quien lidera la transcripción, se generan dos tránscritos de IGF-I: ARNm de IGF-Ia
(carece de la secuencia del exón 5 que codifica para el péptido E) y ARNm de IGF-Ib
(contiene las 52 bases del exón 5 que codifican para el péptido E) (Hall, 1992).
El gen de IGF-II consta de 9 exones y excepto los exones 7, 8 y parte del 9,
que codifican para el péptido maduro, son exones no traducidos. Este gen está
controlado por cuatro promotores y, como consecuencia de la activación diferencial
de esos promotores y de los diferentes emplames alternativos se generan tres
tránscritos de IGF-JI.
1.2.1.2. Síntesis y transporte.
La expresión de los genes de los IGFs es muy ubicua, se ha detectado su
ARNm en diversos tejidos como: hígado, pulmón, hipófisis, bazo, riñón, corazón,
músculo esquelético, ovario, útero, testiculo, cerebro, glándula mamaria y otros
(ilalí, 1992 y Lund, 1994), en medios condicionados de muchas células (ilumbel,
1990) y en la sangre. También se ha descrito la presencia de IGF-I y II o ambos en
otros líquidos corporales como orina, linfa, líquido cefalorraquideo, semen, saliva,
leche o líquido folicular. No obstante, el mayor productor de IGEs es el hígado, que
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secreta más del 90% del IGF total circulante (Móller, 1991).
Los IGFs, a diferencia de la insulina, circulan por la sangre unidos,
prácticamente en su totalidad, a unas proteínas transportadoras específicas (IGFBPs)
formando dos complejos de unos 150 y 5OkDa, aproximadamente. Estas proteínas se
encuentran presentes también en el espacio extracelular y pueden controlar la
distribución tisular o celular de los IGFs, modificando su acción y su
biodisponibilidad; también pueden participar en la unión de los IGFs a su receptor.
1.2.2. Acciones biológicas de los IGFs.
1.2.2.1. Iii vitro.
Los efectos de los IGFs ¡it vitro pueden ser a corto plazo, como las acciones
metabólicas sobre las proteínas y carbohidratos, o a largo plazo, como las acciones
sobre el crecimiento y la diferenciación celular.
1. Efectos sobre la progresión del ciclo celular: El IGF-I funciona como un
factor de progresión del ciclo celular junto con los factores competentes que lo inician
y capacitan a las células para responder a los factores de progresión.
Se ha visto que células quiescentes en G0 pueden ser inducidas a entrar en G1
por los llamados factores competentes (PDGF y FGF); sin embargo, el tratamiento
de estas células con dichos factores de competencia y otros de progresión como el
IGF-I, permite el avance hacia G1 y la continuación del ciclo celular, produciéndose
la síntesis de ADN y la proliferación celular (Jones, 1995).
2. Efectos sobre la vroliferación ce]u]ar: Los IGFs poseen una actividad
mitogénica sobre una gran variedad de células (fibroblastos, condrocitos,
osteoblastos, células foliculares tiroideas, células neuronales, adipocitos, líneas
tumorales...) de ahí que participen en el crecimiento del embrión, feto y neonato, en
fenómenos de hipertrofia fisiológica o compensadora de ciertos órganos, en
reparación de heridas en nervio músculo y células endoteliales (ilunziker, 1994;
McCarthy, 1994).
3. Efectos sobre la muerte celular: Los IGFs poseen la capacidad de inhibir
la muerte celular por apotosis en ciertas células (hematopoyéticas y células de
carcinoma humano de pecho MCF-7); sin embargo, morfológicamente las células
mueren por necrosis más que por apoptosis, y en esos casos, los IGFs no han
demostrado aumentar la supervivencia celular de otros tumores (MDA-23 1, HEP-2
y KB).
29
Introducción
4. Efectos sobre la diferenciación celular: Los JGFs estimulan la
diferenciación de los mioblastos, osteoblastos, adipocitos y oligodendrocitos
(Hunziker, 1994; McCarthy, 1994); además, intervienen en la maduración de la
función testicular y ovárica, inducen la eritropoyesis, estimulan el crecimiento de las
neuritas y están implicados en la sinaptogénesis.
5. Efectos sobre la función celular: Los IGFs regulan la secreción hormonal
de un numeroso tipo de células.
IGF-I y II estimulan la síntesis y secreción hormonal de las células ováricas
y muestran efectos sinérgicos en combinación con FSH y estrógeno, aumentan el
número de receptores de ACTH y en cultivos de células somatotropas de pituitaria,
inhiben la secreción de Gil (Melmed, 1986). También poseen importantes efectos
sobre el sistema inmune: potencian la función citotóxica de las células T (Clark,
1997).
1.2.2.2. lía vivo.
La administración de IGFs provoca una serie de efectos metabólicos a corto
plazo y, crecimiento a largo plazo.
1. Efectos de la administración de IGFs en animales: En ratas neonatales, la
infusión de IGF-I provoca hipoglucemia por la estimulación de la captación de
glucosa en la periferia pero sin afectar a su producción hepática, y no altera la
concentración de los ácidos grasos libres al contrario que la insulina. Recupera la
función renal y aumenta las proteínas corporales totales y, a pesar de que no
incrementa el peso de la carcasa, si aumenta el del bazo, riñón, timo e intestino
(Gargosky, 1994).
A nivel hormonal, la administración de IGF-I disminuye los niveles de Gil,
pero aumenta el de catecolaminas (Glasscock, 1992).
Los efectos de las altas concentraciones de IGF-II no alteran el peso corporal
ni la longitud de los animales control, aunque la concentración sérica de IGF-I
disminuye (Glasscock, 1992>. Por el contrario, en las ratas hipofisectomizadas,
aumenta su peso y longitud a la vez que desciende la urea en el suero (ilumbel,
1990).
2. Efectos de la administración de IGF-I en humanos: Se recogen en la Tabla
1:
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Tabla 1.- Efectos de la administración de IGF-I iii vivo en humanos.
FUNCION
Metabolismo de la glucosa
Metabolismo lipídico
Anabolismo proteico
Punción renal
Hormonas contrarregulatorias
Crecimiento lineal
Miscelánea
EFECTO DEL IGF-I
captación de glucosa
producción hepática de glucosa (humanos)
sensibilidad aparente a la insulina
Hipoglucemia (especialmente con administración iv)
cetonas séricas
4 ácidos grasos libres séricos (humanos)
4 triglicéridos
1 síntesis proteica
4 excreción de nitrógeno
proteínas corporales totales
peso corporal/órgano, especialmente de timo, riñón, bazo
e intestino
Mejora la cicatrización
1 velocidad de filtración glomerular
flujo plasmático renal
velocidad de recuperación de un fallo renal agudo
isquémico
4 GH
4 Glucagón
1 Catecolaminas
en hipopituarismo y sujetos insensibles a GH
Taquicardia, edema periférico, aumento de las parótidas
y pérdida de sensibilidad
(Jones, 1995)
1.2.2.3. Acciones autocrinas, paracrinas y endocrinas.
Aunque el hígado es la principal fuente de RiUs, muchos órganos expresan
estos factores (Hall, 1992; Lund, 1994). La ubicuidad de los IGFs sugiere unas
acciones autocrinas/paracrinas que pueden ser muy relevantes para la diferenciación
y proliferación celular.
La importancia de estos efectos locales es más evidente en aquellos órganos
y tejidos con mayor expresión y concentración de IGFs como el hígado, riñón,
testiculo, células de la granulosa y sistema nervioso central, mientras que las acciones
endocrinas participarían en el crecimiento corporal global integrado (Daughaday,
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1989). No obstante, la importancia relativa de cada modo de acción varía de un tejido
a otro y con la etapa de desarrollo.
En la etapa fetal, se ha sugerido un papel predominante de las acciones auto
y paracrinas sobre las endocrinas (Daughaday, 1989). En el feto, los genes de IGF-I
y II se expresan en muchos tejidos, pero sus niveles circulantes son bajos (Lund
1986). Por otro lado, en la etapa postnatal, existe la posibilidad de una interacción
entre las acciones auto/paracrinas y endocrinas de IGF-I, ya que tras el nacimiento
aumentan progresivamente los niveles de IGF-I a la vez que el número de receptores
hepáticos de GH, mientras la expresión del gen de IGF-I se reduce (Rotwein, 1993).
1.3. PROTEINAS TRANSPORTADORAS DE IGFs (IGFRPs).
1.3.1. Estructura, síntesis y regulación.
1.3.1.1. Estructura.
Los IGFs circulan por el plasma unidos a una familia de proteínas
transportadoras relacionadas estructuralmente, las IGFBPs. Se han donado y
secuenciado siete polipéptidos (IGFBP-1 a 7), pero sólo se han estudiado seis
(IGFBP-1 a 6), y 4 de ellos (IGFBP-1 a 4) se encuentran en el suero en cantidades
importantes (Rechíer, 1998). Se trata de unas proteínas de un tamaño similar (201 a
289 aminoácidos) y de un peso molecular entre 21.5 y 31.4kDa.
La analogía más destacada respecto a la estructura de estos péptidos es la
conservación de 18 residuos de cisteina tanto en el extremo carboxi como en el amino
terminal. Además, en el extremo C-terminal de todas las IGFBPs existe una secuencia
conservada arg-gly-asp que parece ser la secuencia mínima requerida en muchas
proteínas de matriz extracelular para unirse a receptores de membrana (Rosenfeld,
1990).
A pesar de estos aspectos similares, hay varias diferencias entre las secuencias
de aminoácidos de las IGFBPs, como el hecho de que las secuencias espaciadoras
existentes entre los residuos de las cisteinas no están bien conservadas, la variabilidad
en la secuencia del péptido señal o la diferente glicosilación de las IGFBPs.
1.3.1.2. Síntesis.
Las IGFBPs son producidas por una gran variedad de tejidos y se encuentran
en varios fluidos biológicos.
En el suero, las IGFBPs circulan en forma de dos complejos, uno de 150-
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200kDa que contiene en cantidades equimolares la IGFBP-3 (GH dependiente) y una
proteína (subunidad ácido-lábil, ALS), y el complejo de 3OkDa que contiene otras
formas de IGFBPs (IGFBP-1 y 2).
Se han hallado también diversas formas de IGFBPs en numerosos lfquidos
corporales: linfa, leche, liquido cefalorraquideo, líquido amniótico, plasma seminal,
líquido folicular, humor acuoso y vítreo, orina, así como en el medio condicionado
de numerosos cultivos celulares (Rosenfeld, 1990; Rajaram, 1997). En la leche
humana, por ejemplo, se han encontrado IGFBP-1, 2 y 3, mientras que en la de rata
también está presente la IGFBP-4; no obstante, en ambos casos, la proteína
predominante, como en el suero, es la IGFBP-3. En el fluido cerebroespinal, sin
embargo, la forma predominante es IGFBP-2, al igual que en la linfa, e IGFBP-1 es
la proteína mayoritaria en el líquido amniótico.
Las IGFBPs también se sintetizan en múltiples órganos y tejidos (Straus,
1991; Babajko, 1993; Gosteli-Peter, 1994); IGFBP-1 se expresa en hígado, placenta
o endometrio; IGFBP-2 abunda en hígado, riñón, intestino y pulmón, pero donde
mantiene unos niveles altos es en el cerebro (plexos coroideos). IGFBP-3, por su
parte, se expresa en hígado, placenta y riñón, mientras que el ARNm de IGFBP-4
se encuentra de manera abundante en hígado y los de IGFBP-5 y 6, en riñón y
pulmón, respectivamente.
1.3.1.3. Regulación.
1.3.1.3.1. Variaciones diurnas.
Los valores plasmáticos de IGFBP- 1 están sujetos a variaciones diurnas que
se relacionan con los niveles de insulina; las cifras circulantes de esta proteína
transportadora son muy bajas por la tarde y a media noche, y muy altas por la
mañana; además, parece ser que este aumento coincide con un incremento en los
niveles de IGF-I (Holly, 1988).
IGFBP-2 y 3 son más estables y no muestran variaciones diurnas ni están
sujetas a cambios postprandiales.
1.3.1.3.2. Nutrición.
El efecto de la restricción proteico-calórica altera los niveles séricos y de
expresión de las IGFBPs, incluso en los fetos de madres ayunadas (Straus, 1991). En
las ratas neonatales, la malnutrición aumenta la expresión de IGFBP-1 y 2 en hígado,
aunque la realimentación reduce los niveles del ARNm de ambas proteínas a los
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valores control. La expresión hepática de IGFBP-3 disminuye ligeramente con la
malnutrición, y la realimentacióneleva sus niveles por encima de los control (Rivero,
1995; Goya, 1996).
1.3.1.3.3. Ejercicio.
En el hombre adulto, el ejercicio se acompaña de un aumento en los niveles
circulantes de IGFBP-1 y 3 y un descenso en los niveles de insulina e IGF-I
(Rajaram, 1997).
1.3.1.3.4. Ontogenia.
Durante el periodo fetal, IGFBP-1 y 2 son las proteínas transportadoras
predominantes en el hombre y la rata, se conservan altos niveles durante el periodo
neonatal, disminuyendo progresivamente a la vez que empieza a predominar IGFBP-3
que es la abundante en adulto (Babajko 1993).
En la pubertad, IGFBP-3 alcanza un pico, y disminuye durante el periodo
adulto. Por el contrario, IGFBP-1 y 2 muestran unos niveles altos en el nacimiento
y la senescencia y bajos durante la pubertad (Rosenfeld, 1990).
1.3.1.3.5. Hormonas.
El nivel de influencia de las hormonas sobre los valores de las IGFBPs
depende de: la magnitud de cambio en la producción de la correspondiente proteína
transportadora en el/los tejido/s diana/s y de la contribución de ese/esos tejido/s en
la secreción de la proteína transportadora y, además, las hormonas pueden afectar a
los niveles séricos de una o más proteínas transportadoras. La insulina, por ejemplo,
parece ser la principal reguladora de la producción hepática de IGFBP-1, mientras
que la GH parece alterar los niveles circulantes de IGFBP-3 (aumenta los niveles
séricos de IGFBP-3 e induce la producción de ALS), al igual que los glucocorticoides
(disminuyen los niveles de IGFBP-1 y 2, pero aumentan los de IGFBR3) (Luo,
1990). Las hormonas también regulan la expresión de las proteínas transportadoras
por uno o múltiples mecanismos.
1.3.2. Tipos de IGFRPs y acciones biológicas.
Los IGFs no sólo están presentes en la circulación, sino también en el espacio
extracelular unidos a las IGFBPs (Baxter, 1993; Jones, 1995; Rechíer, 1998). Las
IGFBPs ligan IGF-I e IGF-II, pero no insulina y así pueden controlar su distribución
tisular o celular, participar en su unión a sus receptores o regular su acción por la
degradación de estas IGFBPs por parte de unas proteasas (Fowlkes, 1997).
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1.3.2.1. Tipos de IGFBPs.
1. IGFBP-1: Es una proteína de 25kDa que se sintetiza de manera
predominante en el hígado. Presenta una forma desfosforilada, con baja afinidad por
IGF-I, que se cree que potencia la acción de IGF-I, y otra fosforilada, que inhibe las
acciones mitogénicas de este factor de crecimiento. Además, IGFBP-1 se comporta
como inhibidor de IGF-I cuando este factor se presenta en altas concentraciones, pero
actúa como estimulador si está presente en el medio de cultivo junto con bajos niveles
de plasma pobre en plaquetas (Jones, 1995; Rechíer, 1998).
Las principales señales reguladoras de la IGFBP-1 son metabólicas; diversos
estudios han demostrado que la combinación insulina/glucosa es el mayor
determinante de sus niveles. Las concentraciones circulantes de IGFBP-1 están
elevadas en el ayuno, la malnutrición y la diabetes mellitus de ambos tipos (Cotterill,
1988; Suikkari, 1988; Yeoh, 1988; Straus, 1994; Rivero, 1995; Goya, 1996). Por el
contrario, la realimentación o la ingesta de carbohidratos y la infusión de insulina
durante el “clamp” de glucemia en pacientes de diabetes tipo II o el tratamiento de
las ratas diabéticas con insulina se acompaña de un rápido descenso de los niveles de
IGFBP-1 (Cotterill, 1988; Suikkari, 1988; Yeoh, 1988; Lewitt, 1994; Goya, 1996).
Este patrón de regulación es similar al de las hormonas contrarreguladoras de la
insulina, como el glucagón, lo que ha hecho que se sugiera que la IGFBP-1 podría
desempeñar un papel contrarregulador en el mantenimiento de la homeostasis
glucídica (Lewitt, 1991; Baxter, 1995). Además, en el suero humano, IGFBP-1
muestra, a diferencia del resto de las proteínas transportadoras bien caracterizadas,
un ritmo circadiano marcado que no depende del estatus secretor de Gil, sino que
está regulado por el metabolismo, probablemente por la secreción de insulina (ilolly,
1988).
En la rata, se ha descrito una regulación similar en ciertos estados catabólicos
como la malnutrición y la diabetes; en ambas situaciones, los niveles de insulina y
Gil son bajos, pero se produce un incremento en los niveles hepáticos del ARNm de
IGFBP-1, lo que sugiere que, al menos durante la etapa neonatal en que la Gil no
ha establecido totalmente sus conexiones neuroendocrinas, es la insulinemia la
responsable del aumento en los tránscritos de IGFBP-1 (Rivero, 1995; Goya, 1996).
2. IGFBP-2: Esta proteína de bajo peso molecular (31-36kDa) ha sido menos
estudiada que la IGFBP-1. Su acción predominante es la inhibición de la acción de
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IGF-I e RIF-II, aunque en ciertos tipos de células puede comportarse como un
estimulador débil de la acción del IGF-I (Baxter, 1993; Jones, 1995; Rechler, 1998).
A pesar de que los niveles circulantes de IGFBP-2 son menos sensibles a los
cambios metabólicos agudos que IGFBP-1, se ha descrito una regulación por el
estado nutricional. En situaciones de malnutrición, en la rata, se produce un aumento
tanto a nivel sérico como de expresión del ARNm hepático de esta proteína (Straus,
1994; Rivero, 1995>; por el contrario, la realimentación y el tratamiento de los
animales diabéticos con insulina se acompaña de un descenso en las concentraciones
circulantes y los niveles de ARNm hepático de IGFBP-2 (Goya 1996), lo que ha
llevado a sugerir a ciertos autores un importante papel en la regulación de esta
proteína por parte de los nutrientes (Thissen, 1994).
3. IGFBP-3: Es la proteína transportadora predominante en el suero de rata
adulta y su peso molecular oscila entre 38 y 43kDa dependiendo del número de sitios
glicosilados. En la circulación, la IGFBP-3 se asocia con una proteína de 8OkDa
llamada ALS (“acid-labile subunit) y una molécula de IGF para formar un complejo
de l5OkDa. Este complejo consta de IGFBP-3 e IGF-I y II en una proporción
equimolecular, lo que sugiere que la mayor parte de esta proteína transportadora está
saturada en el suero (Rajaram, 1997).
La expresión tisular de IGFBP-3 es muy ubicua; los tejidos con mayor
abundancia de esta proteína transportadora son hígado, riñón, placenta, útero, ovario,
testículo, bazo, páncreas, estómago y corazón (Rajaram, 1997).
Existen evidencias que demuestran que IGFBP-3 puede potenciar e inhibir las
acciones de IGF-I iii vitro, indicando que esta proteína transportadora puede ser un
importante modulador de las acciones de IGF-I in vivo (Gargosky, 1994). La
presencia de IGFBP-3 en suero puede tener también un papel muy importante
aumentando la vida media de los IGFs, sin olvidar que esta proteína transportadora
está sujeta a una regulación por la acción de ciertas proteasas (Fowlkes, 1997).
El principal regulador hormonal de IGFBP-3, y por consiguiente del complejo
ternario, es la Gil. Se ha observado que los niveles circulantes y de expresión
hepática de esta proteína transportadora son dependientes de GH, dado que ambos
valores se reducen tras la hipofisectomía de las ratas y aumentan después del
tratamiento con Gil (Glasscock, 1991; Gargosky, 1994; Gosteli-Peter, 1994>. No
obstante, estudios más recientes han mostrado que el tratamiento con insulina de ratas
36
Introducción
deficientes en GH puede aumentar los niveles circulantes de esta proteína
transportadora (Butíer, 1996). Además, se ha observado que el ayuno prolongado,
la subnutrición y la diabetes provocada en la rata por la administración de STZ
causan una reducción de los valores séricos de IGFBP-3 (Rivero, 1995).
4. IGFBP-4: Es una proteína no glicosilada de 25kDa y 32-36kDa que fue
aislada por primera vez en células de osteosarcoma, aunque está presente en otras
líneas celulares donde se han descrito distintas isoformas (Rajaram, 1997). Se trata
de una proteína fundamentalmente inhibidora de las acciones de los IGFs, lo que
protege a las células de una sobrestimulación por parte de los factores de crecimento,
o permite una activación de rutas de señales transmembrana alternativas que son
inhibidas por la exposición a los IGFs (Rechíer, 1998).
5. IGFBP-5: Esta proteína se purificó primero a partir de suero de rata adulta,
y presenta la capacidad de unirse a la matriz extracelular. Su principal acción es
potenciar el efecto de los IGFS (Jones, 1995).
6. IGFBP-6: Se expresa en múltiples tejidos y en suero, y su principal acción
es la inhibición de los efectos del IGE-Il.
1.3.2.2. Acciones biológicas.
Las IGFBPs parecen modular las acciones de los IGFs, dado que regulan su
disponibilidad en los tejidos diana. En este sentido, los niveles séricos de las
proteínas transportadoras pueden jugar un importante papel regulando las acciones
endocrinas de los IGFs.
1. Modular las acciones de los IGFs: La actividad de los IGEs es neutralizada
como consecuencia de su unión a las IGFBPs, de ahí que se diga que estas proteínas
transportadoras poseen una función puramente inhibidora (Jones, 1995; Rechíer,
1998). No obstante la ausencia de las IGFBPs aumentaría el efecto de los IGFs y
desequilibraría la homeostasis glucídica, puesto que los IGFs no parecen estar
controlados por la glucemia. Sin embargo, se han descrito varios mecanismos capaces
de liberar a los IGEs de sus proteínas transportadoras, principalmente mediante el
descenso de la afinidad de los factores de crecimiento por sus IGFBPs. Este
mecanismo incluye la unión de las IGFBPs a moléculas de la matriz extracelular
(Rajaram, 1997>, fosforilación de las proteínas transportadoras (Coverley, 1995) y
degradación proteolítica de las IGFBPs (Fowlkes, 1997).
2. Aumentar la semivida de los IGFs: Las IGFBPs pueden facilitar las
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acciones endocrinas de los IGEs por el aumento de su vida media en la circulación.
Esta estabilización de los IGFs depende fundamentalmente de la IGFBP-3, y aunque
otras proteínas transportadoras, como IGFBP-1 y 2 también participan sobre todo en
periodos inmaduros, desempeñan un papel menor porque presentanunas vidas medias
más cortas que la proteína transportadora de alto peso molecular (Rosenfeld 1990).
Así pues, la IGFBP-3 es la proteína que altera la relación de IGFs libres y ligados,
lo que indirectamente prolonga la semivida de estos factores de crecimiento o los
protege de su rápida degradación, y por tanto, a la vez, regula sus acciones
metabólicas.
3. Controlar el transporte de los IGFs desde el espacio vascular: Para obtener
la respuesta que estimula el crecimiento por parte de los IGFs, se necesita que estos
factores séricos sean transportados desde los vasos al líquido extracelular, y para ello,
se requiere que las IGFBPs que llevan unidos a ellas IGFs, sean degradadas o
puedan cruzar la barrera endotelial.
La mayor parte de los IGFs circula unida al complejo de l5OkDa (ALS-
IGFBP-3-IGF) lo que hace que sea considerado como un reservorio de IGFs y cobre
gran importancia en el transporte de los factores de crecimiento fuera del
compartimento vascular (Rajaram, 1997). Así pues, para que esta salida se produzca,
y dado que el complejo no es capaz de atravesar el endotelio vascular, se necesita la
presencia de unas proteínas capaces de reducir la afinidad de la IGFBP-3 por los
IGFs (Fowlkes, 1997), o también se ha apuntado hacia una reducción en la afinidad
para la fonnación del complejo por la unión a esta proteína transportadora de alto
peso molecular de glucosaminoglucanos presentes en la superficie de las células
endoteliales (Jones, 1995).
El porcentaje de IGEs que no circulan unidos a la IGFBP-3 lo hacen unidos
a la fracción de 3OkDa que sí atraviesa la barrera capilar, por ello la abundancia de
estas proteínas en periodos inmaduros parece estar dirigida a facilitar el paso del
endotelio a los IGFs en momentos de desarrollo.
1.4. FACTORES ENDOCRINOS QUE REGULAN EL DESARROLLO:
HORMONAS TIROIDEAS E IGFs, SU INTERACCION.
Los niveles circulantes de los IGFs, como hemos venido viendo, están
influenciados por multitud de factores, entre los que se incluyen Gil, edad, nutrición,
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sepsis, hormonas tiroideas y esteroides (Daughday, 1989; Sara, 1990), y están muy
implicados regulando el desarrollo en etapas inmaduras de los mamíferos. La
importancia de las hormonas tiroideas sobre el SNC es sobradamente conocida y ha
sido ya someramente expuesta. Por ello, el estudio de la interacción de estos factores
endocrinos con las hormonas tiroideas tiene una gran relevancia en estudios
perinatales.
1.4.1. Interacción entre las hormonas tiroideas y el axis IGFs/IGFJIPs.
En el hombre, el hipotiroidismo disminuye los niveles circulantes de IGF-I,
y también su actividad biológica (Chernausek, 1983; Cavaliere, 1987; Mielí, 1993).
En la rata, este descenso del IGF-I aparece asociado a una disminución de la
expresión hepática del gen de este factor de crecimiento (Burstein, 1979; Gallo,
1991). Por el contrario, los pacientes hipertiroideos muestran unos valores circulantes
de IGF-I altos o normales junto con una baja actividad biológica (Westermark, 1988;
Mielí, 1993). Sin embargo, estudios más recientes con ratas han demostrado que el
hipertiroidismo no altera los niveles séricos totales de IGF-I, pero si disminuye sus
valores libres (Frystyk, 1995).
Entre el periodo adulto y el neonatal existen diferencias fundamentales en
cuanto a la regulación del axis IGFs/IGFBPs. Se ha establecido que, en periodos
fetales, la secreción de IGFs en hígado es independiente de Gil, y en la etapa
neonatal de la rata, esta secreción parece regida también por un equilibrio
insulina/nutrientes de forma independiente de Gil (Rivero, 1995; Goya, 1996)
finalmente, en periodo adulto, aunque es indudable que la hormona de crecimiento
es el regulador principal (Straus, 1994; Thissen 1994), el equilibrio insulina/
nutrientes también parece jugar un papel (Goya, 1996; Goya, en prensa en Life Sci.).
En este contexto, las acciones de las hormonas tiroideas sobre la secreción de los
IGFs estarán, sin duda en adulto, mediadas por la Gil, ya que es conocido que las
hormonas tiroideas son necesarias para la expresión normal de la Gil in vitro
(Shapiro, 1978; Geary, 1989; Ezzats, 1991; Ceda, 1992) e in vivo (Hervás, 1975;
Samuels, 1989). Todo ello sugiere “a priori” que las hormonas tiroideas van a incidir
sobre la secreción de los IGFs de forma distinta en periodos inmaduros y en periodo
adulto según la secreción de IGFs sea más o menos dependiente de Gil (Glasscock,
1990; Glasscock, 1991; Kim, 1993). En cualquier caso, no se puede excluir un efecto
directo de las hormonas tiroideas sobre la secreción del IGF-I e independiente de Gil,
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puesto que la ‘[3 es capaz de incrementar la secreción de este factor de crecimiento
en hígado de rata perfundido (Ikeda, 1989); así pues, las acciones de las hormonas
tiroideas sobre la regulación del axis IGFs/IGFBPs presenta muchas lagunas de
conocimiento.
De igual forma se ha descrito que los desórdenes tiroideos son capaces de
inducir cambios en los niveles de las IGFBPs. Se ha demostrado que, en el hombre,
el hipotiroidismo disminuye los niveles de IGFBP-l y 3, y aumenta los de IGFBP-2
(Mielí, 1993; Mielí, 1994), mientras que la tirotoxicosis incrementa los niveles
circulantes de IGFBP-1 y 3 (Mielí, 1993).
Se ha establecido que el efecto de las hormonas tiroideas sobre los IGFs y sus
proteínas transportadoras depende del estado de desarrollo en la rata (Nanto-Salonen,
1992). Durante el periodo perinatal, las ratas hipotiroideas mostraron un aumento en
los niveles séricos y de su ARNm hepático para la IGFBP-2 que se normalizó por el
reemplazamiento temprano con hormona tiroidea (Nanto-Salonen, 1991; Nanto-
Salonen, 1992).
En las ratas hipotiroideas adultas, los bajos niveles circulantes de IGFBP-3 e
IGFBP-4 se asociaron a un descenso del ARNm de IGFBP-3 y a un aumento
paradójico del ARNm de IGFBP-4 (Nanto-Salonen, 1992). Este descenso en la
expresión hepática de IGFBP-3 de las ratas hipotiroideas se ha confirmado en otros
estudios en los que además se encontró un aumento en la abundancia del ARNm de
IGFBP-1 y 2 (Rodríguez-Arnao, 1993a; Rodríguez-Arnao, 1994).
El tratamiento de las ratas hipotiroideas con Gil normalizó los niveles de
IGFBP-3 sin afectar a la expresión de IGFBP-2 e IGFBP-4 (Nanto-Salonen, 1993),
lo que sugiere, de nuevo, que estos efectos de las hormonas tiroideas sobre los genes
se producen por mecanismos independientes y que algunas veces son mediados por
la Gil.
Recientemente, se ha mostrado que las ratas hipertiroideas incrementan los
niveles séricos de IGFBP-1 e IGFBP-4 (Frystyk, 1995). Finalmente, no se puede
excluir una acción directa de las hormonas tiroideas sobre las JGFBPs. Se ha visto
que la ‘[3 estimula, a nivel transcripcional, la formación de IGFBP- 1, 2 y 3 (Ceda,
1992; Schmid, 1992; Angervo, 1993a). Además, se ha demostrado en cultivos de
hepatocitos de ratas adultas que la T3 induce un efecto directo positivo sobre la
expresión de IGFBP-4 y, como consecuencia, sobre la actvidad de los IGFs (Demori,
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1997).
La importancia de las hormonas tiroideas durante el desarrollo es conocida,
y dada la implicación del axis IGFs/IGFBPs en la proliferación y diferenciación
celular, el estudio de la interacción entre estas hormonas y dichos factores posee una
importancia relevante en la regulación endocrina del desarrollo; sin embargo, como
se ha expuesto, dicha interrelación muestra numerosos aspectos desconocidos.
1.5. TRANSPORTADORES DE GLUCOSA (GLUTs).
La glucosa es la principal fuente de energía metabólica para las células. El
carácter hidrofilico de esta molécula implica la necesidad de que existan proteínas
transportadoras, para que atraviese la bicapa lipídica, que constituyen los sistemas de
membrana. En el túbulo proximal del riñón y el lumen intestinal, la captación de
glucosa es activa porque se mueve en contra de gradiente, por lo que el proceso se
lleva a cabo mediante un cotransportador Na~/glucosa. En los restantes tejidos, el
transporte se realiza por difusión facilitada, y en este proceso interviene una famila
de proteínas estructuralmente relacionadas llamadas GLUTs.
1.5.1. Estructura, función y expresión tisular.
En la actualidad, se han identificado seis isoformas de GLUT producto de
diferentes genes. Sus pautas de expresión son también distintas, tanto en lo que se
refiere al tejido en donde se encuentran como a su concentración.
Todos los transportadores de glucosa tienen un tamaño similar (492-524
aminoácidos) y su estructura aparece bastante conservada entre las distinas isoformas
y entre diferentes especies, si bien las regiones más divergentes corresponden a sus
extremos C y N (Gould, 1990>. Se trata de proteínas muy hidrófilas; casi la mitad
de su secuencia está inmersa en la bicapa lipídica, y allí forman 12 dominios
transmembranosos conectados por bucles hidrofílicos por fuera y por dentro de la
célula. Los extremos C y N son citoplasmáticos.
- GLUT-1: Se expresa en mayor medida en los tejidos fetales (menos en
adultos), placenta y cerebro; en este último, facilita el paso de la glucosa a través de
la barrera hematoencefálica. También es la isoforma predominante en céiulas
cultivadas y en muchos tumores dado que prácticamente todos los mitógenos
estimulan su expresión (Hiraki, 1988). A pesar de que en alguno de ellos lo está en
cantidad mínima, el GLUT-1 se encuentra casi en todos los tejidos, por lo que se
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considera el responsable de la captación constitutiva de glucosa.
- GLU’[-2: La expresión de este transportador es más restringida: hígado
(media la captación y liberación por el hepatocito), membranas basolaterales del
intestino delgado y riñón (participa en el transporte transepitelial de glucosa) y células
/3 (participa en la secreción de insulina inducida por glucosa).
- GLU’[-3: Su mayor expresión se produce en el tejido nervioso, y
concretamente en el cerebro, esto es, en células con un alto requerimiento de glucosa.
Se cree que este transportador es el que media el paso de esta hexosa a las neuronas
(Maher, 1993). Se encuentra también, pero en cantidades menores, en placenta,
hígado, riñón y corazón, pero no en músculo esquelético. La ubicuidad del GLUT-3
ha sugerido que, junto con el GLUT-1, participe en el transporte constitutivo de la
glucosa.
- GLU’[-4: Su localización tisular es muy restringida, se encuentra en los
tejidos adiposos blanco y marrón, músculo cardíaco, diafragma y músculo esquelético
(tejidos sensibles a la insulina).
Se trata de un transportador insulino-sensible; el GLUT-4 se localiza en
vesículas intracelulares en situación basal, pero la presencia de insulina provoca su
translocación a la membrana plasmática (Barnard, 1992; Stephens, 1995).
- GLUT-5: Es la isoforma más diferente en cuanto al grado de homología
(Gould, 1990) y presenta mayor afinidad por la fructosa que por la glucosa, por lo
que se cree que es el transportador de la cetohexosa de la dieta. Se expresa
mayoritariamente en la membrana apical de los enterocitos del yeyuno, aunque
también se detecta en los tejidos insulino-sensibles mencionados anteriormente, tejido
adiposo y cerebro.
- GLUT-6: No existe como proteína funcional. Su pseudogen origina un
tránscrito homólogo al del GLU’[-3, de expresión ubicua, pero con múltiples codones
stop y desplazamientos de la pauta de lectura (Gould, 1993).
- GLUT-7: Este transportador facilita el paso de la glucosa-6-fosfato,
procedente de la glucogenolisis y la gluconeogénesis, desde el citoplasma al retículo
endoplásmatico. Se localiza específicamente en el retículo del hígado y posee muchas
concordancias con la estructura del GLUT-2.
1.5.2. Efecto del estado tiroideo sobre los transportadores de glucosa.
La expresión de los GLUTs, que se produce de manera específica en los
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tejidos, puede ser alterada por multitud de factores, y entre ellos se incluyen glucosa,
insulina, hormonas tiroideas, factores de crecimiento y edad (Burant, 1991).
Las hormonas tiroideas aumentan la actividad metabólica tisular. Las ratas
tratadas con ‘[3 y ‘[4, en músculo y tejido adiposo, aumentan el metabolismo de la
glucosa, la velocidad de su captación y su transporte basal, debido al menos en parte,
al incremento del contenido de GLU’[-4, tanto en la membrana plasmática como en
fracciones internas, y también se incrementa la expresión del transportador (Casia,
1990; Weinstein, 1991). No obstante, este aumento de la velocidad de transporte en
el hipertiroidismo no sólo se asocia con un aumento en el número de transportadores
GLU’[-4, sino también con un aumento de su actividad funcional, al menos en los
adipocitos (Matthaei, 1995). Estos aspectos se han corroborado también in vitro:
células derivadas de hígado de rata ARLíS (Weinstein, 1990), en cardiomiocitos
(Gosteli-Peter, 1996) y células Clone 9, que sólo expresan GLUT-1 (Shetty, 1996).
El hipotiroidismo neonatal experimental, por el contrario, disminuye la
expresión de GLUT-4, así como de GLUT-1 tanto en el músculo esquelético como
en el adipocito (Weinstein, 1991; Matthaei, 1995). El hipotiroidismo, a pesar del
marcado descenso del contenido de GLU’[-1 y 4, no disminuye el transpone de
glucosa estimulado por la insulina al menos en el adipocito (Matthaei, 1995), lo que
implicaría un aumento en la actividad funcional de los transportadores de glucosa.
En contra de las observaciones previas en el músculo esquelético, el
hipotiroidismo aumenta la expresión y el contenido cardiaco de GLUT-1, y disminuye
el ARNm de GLUT-4, aunque mantiene los niveles en la membrana de esta proteína
transportadora. La administración de ‘[3 suprime el aumento de GLU’[-1, incrementa
la expresión de GLUT-4 y mantiene su contenido en los extractos membranosos
(Weinstein, 1992).
La expresión de los transportadores de glucosa se encuentra regulada por la
edad. Durante la etapa fetal y al principio de la postnatal, el GLU’[-1 es la isoforma
predominante y se expresa en músculo, tejido adiposo marrón y corazón (Santalucía,
1992; Postic, 1994). Después, en la vida postnatal, se produce una represión del
GLU’[-1 en músculo y tejido adiposo marrón, que es concomitante con un aumento
en la expresión del GLUT-4 (Santalucía, 1992; Postic, 1994). Esta represión del
GLU’[- 1 y la inducción del GLUT-4 pueden estar mediadas por diferentes
mecanismos, entre ellos, las hormonas tiroideas. Se ha visto que el hipotiroidismo
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altera la transición normal de GLUT-1 a GLU’[-4 desde los niveles fetales a los
neonatales en corazón y tejido adiposo marrón (Castelló, 1994). Este efecto se podría
producir de una manera directa puesto que se ha descrito la existencia de un elemento
de regulación positiva en el gen de GLU’[-4 capaz de responder a las hormonas
tiroideas (‘[orrance, 1997b), resultado que podría explicar los obtenidos in vivo, antes
mencionados.
El hígado juega un papel central en la regulación de la homeostasis glucídica
y tiene capacidad para almacenar glucógeno y para liberar glucosa a la circulacion.
El hígado es también el principal sitio gluconeogenético y el único tejido en que la
concentración intracelular de glucosa puede exceder a la de la circulación. La
isoforma transportadora de glucosa predominante en el hígado es el GLU’[-2, como
hemos visto, y es la encargada de captar y liberar la glucosa. La alteración de la
expresión de este transportador de glucosa modificaría en gran medida el metabolismo
de los carbohidratos, al igual que lo altera el estado tiroideo. El hipotiroidismo
experimental disminuye el contenido y la expresión hepática del GLU’[-2, mientras
que el hipertiroidismo los incrementa (Weinstein, 1994).
Con respecto a otras influencias endocrinas sobre la expresión de los GLU’[s,
la insulina parece jugar un papel crucial. En el músculo esquelético de la rata, la
hipoglucemia crónica (subnutrición) aumenta el contenido de GLUT- 1 sin alterar el
de GLU’[-4 (Rubio, 1996); sin embargo, el GLUT-4 también responde a los
estímulos insulinicos, y se ha visto que las ratas subnutridas presentan una
translocación de este transportador por la insulina en músculo más eficaz que los
animales control (Escrivá, en evaluación en Diabetología). En cuanto al GLUT-2, la
insulina inhibe su expresión (Postic, 1993a; Colomb, 1995) y la glucosa la estimula
(Postic, 1993b; Rencurel, 1996). No obstante, los cultivos de islotes de Langerhans
procedentes de ratas neonatales y adultas subnutridas no alteran su contenido en
GLU’[-2, aunque sí aumenta el de GLUT-1 (Martin, 1995).
En este trabajo se intenta aclarar si la posible regulación de los transportadores
de glucosa por las hormonas tiroideas tendría mecanismos similares a los que rigen
la regulación de la secreción del axis IGFs/IGFBPs por dichas hormonas tiroideas.
1.6. PLANTEAMIENTO DEL ‘[EMA.
El programa genético rige el desarrollo de los mamíferos en periodo
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embrionario, pero después, factores externos, llamados ambientales, modulan dicho
desarrollo de forma decisiva. Estos factores son estudiados en las llamadas
alteraciones adquiridas del desarrollo, a las que nuestro grupo de investigación ha
dedicado su trabajo desde 1970. Entre estos factores ambientales los nutrientes
ocupan un lugar preponderante no sólo por ser el sustrato energético para crecer, sino
porque modulan factores endocrinos genéticamente establecidos que regulan el
crecimiento como son: la insulina, las hormonas tiroideas y los lOEs (Aláez, 1992b;
Escrivá, 1992; Rivero, 1995; Goya. 1996; Alvarez, 1997; Martín, 1997).
El trabajo que se presenta en esta tesis es un intento de estudio de las posibles
interacciones que pueden existir entre las hormonas tiroideas, insulina e lOEs en un
modelo de hipotiroidismo por tiroidectomia y en tres etapas de vida de la rata
(neonatal, destetada y adulta).
Los lOEs son polipéptidos con acciones endocrinas, autocrinas y paracrinas
(Daughday, 1989), si bien su función parece estar modulada por sus proteínas
transportadoras (IGFBPs). Ambos, lOEs e IGFBPs son secretados por el hígado, y
dicha secreción está modulada por el estado nutricional y la 01-1 (Straus, 1994;
‘[hissen, 1994>. El axis IGFs/IGFBPs constituye un sistema regulatorio complejo que
posee un importante papel en el crecimiento y la diferenciación tisulares, y que está
implicado en numerosos procesos durante el crecimiento y también durante el periodo
adulto.
En periodos inmaduros del desarrollo, se expresan mayoritariamente el lOE-II
y el complejo de IGFBPs de 3OkDa (IGFBP-1 y 2), pero después este perfil es
reemplazado en el animal adulto, mostrando altos niveles de IGF-I e IGFBP-3, y
reducidos de IGF-II, IGFBP-1 y 2. Se ha descrito que estos cambios se retrasan por
la falta de hormonas tiroideas (Gallo, 1991; Nanto-Salonen, 1991), lo que sugiere que
la influencia de la ‘[3 y la ‘[4 sobre el complejo IGFs/IOFBPs es edad-dependiente
(Nanto-Salonen, 1992).
Las hormonas tiroideas juegan un papel fundamental en el inicio y el
mantenimiento del crecimiento de los mamíferos en etapas inmaduras. Estas
hormonas, también afectan a casi todos los aspectos del metabolismo y así, su acción
estimula las rutas catabólicas y oxidativas porque modifican la síntesis de enzimas
clave del metabolismo de lípidos y carbohidratos o porque alteran las acciones de
otras hormonas reguladoras (insulina, glucagón, catecolaminas) (Okajima, 1978;
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Venditti, 1997). Las hormonas tiroideas y la Gil, a través de los IGFs, son esenciales
para un crecimiento normal, no obstante, el contenido hipofisario y los niveles
circulantes de GH están regulados por las hormonas tiroideas in vivo (Hervás, 1975;
Samuels, 1989) e in vitro (De Fesi, 1984) y, además, también controlan la expresión
del gen de Gil (Evans, 1982; Yaffe, 1984>. Por otra parte, se sabe que el axis
GI-I/IGFs actúa como principal mecanismo para el crecimiento, ya que el efector de
las acciones de la Gil sobre el desarrollo son los IGFs (Daughday, 1989; Jones,
1995), por tanto, las acciones de la ‘[3 y la T4 sobre el sistema IGE se podrían
explicar por el efecto directo de estas hormonas tiroideas sobre la secreción de Gil.
Sin embargo, hay indicios experimentales que muestran que no todas las acciones de
las hormonas tiroideas sobre la secreción de IGFs están mediadas por la Gil. La
perfusión de honnona tiroidea en hígado aumenta la secreción de IGFs (Ikeda, 1989),
y las dosis de Gil dadas a hipotiroideos no restauran los bajos niveles de IGFs
(Nanto-Salonen, 1993). Nuestro grupo, junto con otros autores, ha establecido que
en periodos de inmadurez, el sistema IGFs/IGFBPs parece estar regulado por el
balance insulina/nutrientes más que por la Gil (Rivero, 1995; Goya, 1996), ello ha
sido estudiado en animales subnutridos y diabéticos, y se ha establecido la existencia
de un descenso en los niveles circulantes y de expresión hepática de los lOEs de estas
ratas (Rivero, 1995; Goya, 1996).
Las hormonas tiroideas afectan globalmente al metabolismo, propiciando una
compleja regulación en los niveles de insulina, no obstante, nunca había sido
estudiada la insulina como posible mediadora de las acciones de las hormonas
tiroideas sobre el axis IGFs/IGFBPs. Se ha descrito que el hipotiroidismo produce
un descenso en los niveles de IOFs y que disminuye la biodisponibilidad de dichos
factores (Burstein, 1979; Mielí, 1993), mientras que el hipertiroidismo produce un
aumento de los IGFs, aunque también disminuye su biodisponibilidad (Mielí, 1993).
Dicha biodisponibilidad depende, sin duda, de las variaciones en las IGFBPs, luego
las hormonas tiroideas parecen alterar el axis IGFs/IGFBPs; sin embargo, queda por
aclarar si el mediador de sus acciones es siempre la GH, si se trata de una acción
específica de las hormonas tiroideas o son otras hormonas las que median su acción.
La insulina parece tener un papel como reguladora del axis IGFs/IGFBPs en
etapas inmaduras, por ello, en este trabajo, nos propusimos estudiar, en un mismo
modelo de hipotiroidismo por tiroidectomía, las variaciones a nivel circulante y de
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expresión hepática del ARNm de IGFs e IGFBPs en tres poblaciones de animales:
neonatos (10-20 días), destetados (27-37 días) y adultos (77-87 días), y en él,
dosificamos además, la insulina, Gil y glucemia. El trabajo se divide en tres partes:
1. Estudio de las alteraciones del axis IGFs/IGFBPs en situaciones de
hipotiroidismo (tiroidectomía o tratamiento con MMI) desde la etapa neonatal a la
adulta y la posible implicación de la insulina como mediadora de ellas.
2. Estudio de la repercusión sobre el axis IGFs/IGFBPs, a nivel circulante y
en la expresión hepática de su ARNm, de las mismas tres poblaciones
tiroidectomizadas después de la rehabilitación con hormona tiroidea por dos vías:
inyección intraperitoneal de ‘[4 e implante de pellet subcutáneo para una absorción
continuada.
También se intenta, en una población de ratas diabéticas, la rehabilitación de
los IGFs y las IGFBPs por la administración de tiroxina, como estudio
complementario al anterior.
3. Estudio de las variaciones de los transportadores de glucosa en animales
neonatales hipotiroideos para establecer la posible existencia de correlación entre las
acciones de las hormonas tiroideas sobre dichos transportadores de glucosa y sobre
el axis IGFs/IGFBPs.
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Material y métodos
2. MATERIAL Y METODOS.
2.1. ANIMALES.
A lo largo del trabajo que constituye la presente tesis, se han utilizado ratas
de la raza Wistar obtenidas del propio criadero del Instituto de Bioquímica (Centro
mixto CSIC-UCM, ubicado en el departamento de Bioquímica y Biología Molecular
II de la Facultad de Farmacia). Criar nuestros propios animales ha permitido ejercer
un estricto control de sus condiciones nutricionales y generales, tanto en las etapas
gestacional y lactante como en la adulta; dicho control es imprescindible en los
modelos experimentales que han sido objeto de este trabajo.
En el mencionado criadero existe un acondicionador de temperatura que
mantiene esta variable ambiental constante entre 22 y 240C. Por otra parte, las ratas
están sometidas a un ciclo de luz/oscuridad automático, gracias a un reloj controlador
que ilumina la estancia a las 7:00 h y la oscurece a las 19:00 h.
El inicio de la gestación fue establecido mediante la observación, por frotis,
de la presencia de espermatozoides en la vagina de la rata (180-200g) al día siguiente
de su apareamiento con el macho (300-400g); dicha condición se confirmó a los 14
días por palpación abdominal. El día del nacimiento (día O de vida) todas las camadas
se uniformaron, disponiéndose 8 crías, con número equivalente de machos y hembras
en cada una. Las ratas se destetaron el día 22 de vida y se agruparon en jaulas que
contenían 4 animales.
2.2. COMPOSICION DE LA DIETA GENERAL
El alimento suministrado fue el pienso SANDERMUS S-10, adquirido en
SANDERS; se presenta en forma de porciones prensadas cuya composición, en
gramos por ciento, es la siguiente:
Proteínas 18
Grasas 2.5
Almidón 35
Azúcares totales 3.5
Cenizas 8
Fibra 5.5
Humedad 13
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Calcio 1.2
Fosfato 0.65
NaCí 0.6
El resto de los ingredientes está constituido por una mezcla de minerales y
vitaminas, cuya composición es la siguiente:
MINERALES (mg/Kg de pienso)
Cobalto 0.6
Yodo 1.5
Selenio 0.3
Cobre 15
Hierro 25
Zinc 50
Manganeso 80
VITAMINAS (por Kg de pienso)
Vitamina A 10000 U.l.
Vitamina D3 2000 U.I
Vitamina E 15 mg
Vitamina K 1 mg
Vitamina Bí 1 mg
Vitamina B2 3.5 mg
Vitamina Bá 1 mg
Vitamina B12 15 gg
Acido fálico 0.3 mg
Biotina 15 ~g
Acido nicotínico 30 mg
Pantotenato cálcico 10 mg
Colina 250 mg
Considerando las cifras convencionales de equivalencia calórica de los tres
principios inmediatos (4.1 Kcal/g para los glúcidos y prótidos y 9.0 Kcal/g para los
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lípidos>, la mezcla descrita posee un valor de 2.54 Kcal/g.
2.3. HIPO’[IROIDISMO.
Se estudiaron de manera comparativa dos poblaciones de animales, controles
e hipotiroideas, compuestas por ratas de diferentes edades, que abarcaron desde la
etapa neonatal a la adulta. El estudio comprendió animales neonatales hasta 20 días
de vida, destetadas de 22 a 37 días, y adultas, hasta 87 días de edad.
Ratas control: Los animales control procedían de progenitores alimentados ad
libitum en todo momento. Las controles-lactantes fueron amamantadas por ratas que
dispusieron de pienso libremente, y las controles-adultas recibieron directamente este
tipo de dieta a partir del destete.
Estos animales no fueron sometidos a ningún tipo de tratamiento. No obstante,
a un grupo de estas ratas control se les practicó una operación simulada para que
pudieran compararse con los animales tiroidectomizados, eliminando así en dicha
comparación posibles consecuencias debidas al stress de la intervención.
Ratas hipotiroideas: El hipotiroidismo se produjo portiroidectomía quirúrgica,
aunque con el fin de facilitar esta operación se suministró en el agua de bebida, y en
una proporción del 0.02% (p¡’v), 5-mercaptoimidazol (MMI) días antes de la
operación en las tres poblaciones estudiadas (neonatos, destetadas y adultas), lo que
provocó la hipertrofia de la glándula y posibilitó su eliminación. Se continuó con
dicho tratamiento hasta el momento del sacrificio de los animales con el fin de
mantener unos niveles bajos de hormonas tiroideas y prevenir su renovación por ¡a
posible existencia de tejidos tiroideos residuales.
2.4. MODELOS DE HIPOTIROIDISMO. (Figura 1).
2.4.1. Animales hipotiroideos neonatales.
En los estudios realizados en periodo neonatal, el MMI se suministró en el
agua de bebida materna, con lo que los animales lactantes lo recibieron por vía
indirecta a través de la leche.
2.4.1.1. Ratas neonatales tiroidectomizadas. (Ti, Figura 1).
A estos animales, a los 2 días de vida, se les administró MMI en el agua de
bebida (0.02%, p/v), se tiroidectomizaron a los 5 días de vida y se sacrificaron a los
5,10 y 15 días después de la operación (10, 15 y 20 días de vida, respectivamente).
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Material y métodos
El suministro de este bociógeno se realizó en los animales tiroidectomizados para
asegurar el hipotiroidismo en ellos, aun en caso de la existencia de posibles residuos
de glándula después de la operación.
Los animales tiroidectomizados recibieron desde el día de su operación lactato
de calcio al 1 % en el agua de bebida, junto con el MMI, para evitar la hipocalemia
debida al posible daño o extirpación que pudo sufrir la glándula paratiroides durante
la tiroidectomia.
2.4.1.2. Ratas neonatales tratadas con MMI. (Hipotiroideas-MMI, Figura
1).
En la población neonatal, se estableció también un segundo modelo de
hipotiroidismo que consistió tan solo en la administración de MMI al 0.05% (p/v>
desde el segundo día de vida hasta e! momento del sacrificio (10, 15 y 20 días de
vida). En este caso, no se sometió a los animales a la tiroidectomía, con lo que se
consiguió un hipotiroidismo que podría parecer más suave, aunque los niveles de las
hormonas tiroideas fueron igualmente bajos respecto a las ratas control.
2.4.1.3. Ratas neonatales tiroidectomizadas tratadas con STZ.
(T5 + S’[Z, Figura 1).
A un grupo de animales neonatales tiroidectomizados, a los 10 días de la
operación (15 días de vida), se les bloqueó la secreción de insulina mediante la
administración intraperitoneal de una solución de estreptozotocina (STZ, Upjohn
Farmoquimica, SA, Madrid) en tampón citrato 0.OSM pH 4.5. La dosis administrada
ffie de 7Omg/Kg de peso y los animales se sacrificaron a los 15 días después de la
tiroidectomía (20 días de vida), esto es, a los 5 días de la administración de S’[Z.
La comprobación de la falta de insulina en esta población se llevó a cabo
mediante la determinación de la glucemia e insulinemía.
2.4.2. Animales hipotiroideos destetados.
2.4.2.1. Ratas destetadas tiroidectomizadas. (‘[22, Figura 1).
En esta población de animales, la administración de MMI (0.02%, p/v) se
inició una semana antes de] destete (15 días de vida>. Posteriormente, a los 22 días
de vida, se tiroidectomizaron, y se sacrificaron a los 5, 10 y 15 días después de la
operación (27, 32 y 37 días de vida, respectivamente).
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2.4.2.2. Ratas destetadas tiroidectomizadas tratadas con insulina. (‘[22 +
1, Figura 1).
La glucemia de las ratas hipotiroideas destetadas, que estaba disminuida
respecto a las controles, se le normalizó mediante la administración de insulina Lente
(mono componente de páncreas porcino y bovino) de Novo (amablemente
suministrada por Novo Nordisk Pharma SA, Madrid). Esta insulina es una mezcla
formada por un 30% de insulina de páncreas porcino en estado “amorfo” y un 70%
de insulina de páncreas bovino en forma cristalina. Su acción es lenta, comenzando
a las 2.5 horas de su administración, alcanzando un máximo a las 7-15 horas y
finalizando su acción a las 24 horas.
Las dosis de insulina administradas y la pauta concreta de tratamiento, que se
describe a continuación, se determinó por tanteo, aunque se consideró adecuada la
dosis capaz de mantener la glucemia en un rango normal (80-l2Omg¡ml).
El tratamiento se inició a los 10 días de la tiroidectomía (32 días de vida) y
consistió en la administración durante 5 días de 1 UI de insulina vía subcutánea por
la mañana (9h). Se efectuaron medidas diarias de la glucemia antes de administrar la
insulina para comprobar la evolución del tratamiento. Finalmente, los animales fueron
sacrificados a los 37 días de vida (15 días después de la tiroidectomía).
2.4.3. Animales hipotiroideos adultos.
2.4.3.1. Ratas adultas tiroideetomizadas. (T72, Figura 1).
La pauta seguida con estos animales fue la misma que en las ratas destetadas,
pero en este caso se tomó como día uno del experimento aquel en el que los animales
alcanzaron los 120g de peso (65 días de vida), iniciándose entonces la administración
del MMI (0.02%, p/v). Se sacrificaron a los 5, 10 y 15 días después de la
tiroidectomía (77, 82 y 87 días de vida, respectivamente).
2.4.3.2. Ratas adultas tiroidectoinizadas tratadas con insulina. (‘[72 + 1,
Figura 1).
En esta población, como en el caso de las ratas destetadas tiroidectomizadas,
que también recibieron el tratamiento hormonal, la pauta de administración se
determinó por tanteo y teniendo en cuenta los valores de glucemia.
El tratamiento se inició a los 10 días después de la tiroidectomía (82 días de
vida). En este caso, a los animales se les administraron 2 UI de insulina por vía
subcutánea durante 5 días repartidas en dos dosis, una por la mañana (9h) y otra por
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la tarde (17h). También, como con los animales destetados, antes de proceder a la
administración de insulina, se midió la glucemia. Al finalizar el tratamiento, los
animales fueron sacrificados (15 días después de la tiroidectomía, es decir a los 87
días de vida>.
2.5. MODELOS DE HIPO’[IROIDISMO CON REHABILITACION. (Figura 2).
2.5.1. Animales hipotiroideos tratados con tiroxina.
Una vez establecido el cuadro de hipotiroidismo en los animales neonatales,
destetados y adultos, fueron tratados con ‘1’4 según las pautas que se especifican a
continuación.
En principio, la recuperación con tiroxina se realizó mediante la inyección de
la hormona, pero con el fin de conseguir una absorción más gradual, y por tanto, una
rehabilitación más fisiológica, se recurrió a la implantación de pellets bajo la piel.
2.5.1.1. Rehabilitación mediante inyección de ‘[4. (‘[5 + ‘[4 (R>, Figura 2).
A los 10 días después de la operación, y con una población de animales
neonatales tiroidectomizados (‘[~), destetados (T22) o adultos (‘[72), se inició una pauta
de recuperación que consistía en administrar durante 5 días una dosis diaria, vía
intraperitoneal, de ‘[4 (1.Sgg/lOOg de peso para las ratas neonatales y 1 .75~íg/100g
de peso para los animales destetados y adultos).
2.5.1.2. Rehabilitación mediante implantación de pellets.(T5 + T4 (RP),
Figura 2).
Otro grupo diferente de ratas neonatales, destetadas y adultas fue sometido a
un proceso de rehabilitación con T4 por implantación de pellets (IRA, Sarasota, FL,
USA). Este dispositivo, que libera la hormona de forma continuada, se implantó
subcutáneamente realizando una pequeña incisión en el lomo del animal. La dosis
administrada en este proceso de rehabilitación fue la misma que en el caso anterior
(1 .Sgg/lOOg de peso para la población neonatal y 1 .75pg/lOOg de peso para las ratas
destetadas y adultas, respectivamente), sin embargo, en el caso de las animales
destetados y adultos el tratamiento se realizó durante 5 ó 10 días.
2.6. MODELO DE DIABETES POR ESTREPTOZOTOCINA. (Figura 3).
El cuadro de diabetes mellitus se provocó mediante la inyección vía
intraperitoneal (ip) de una solución de STZ (Upjhon Farmoquimica, 5. A., Madrid)
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Material y métodos
en tampón citrato 0.05M pR 4.5. Se estudiaron animales controles y diabéticos de
las poblaciones neonatal y adulta.
La adminstración de la STZ (7Omg/Kg peso) se realizó a los 10 días de vida
en el caso de las ratas neonatales, o a los 72 días de vida, en las ratas adultas; tres
días más tarde se comprobó el estado de diabetes de dichos animales mediante la
determinación de la glucemia y, posteriormente, de la insulinemia. Los animales
fueron sacrificados a los 20 y 87 días de vida, respectivamente.
2.6.1. Tratamiento de animales diabéticos con T4. (D + ‘[4, Figura 3).
Con el fin de observar el efecto de las hormonas tiroideas en los animales
diabéticos respecto al axis IGFs¡IGFBPs, se administró ‘[4 a unas poblaciones de ratas
diabéticas neonatales y adultas.
El tratamiento hormonal de los animales diabéticos neonatales y adultos, que
se realizó mediante la implantación de pellets, se inició en el caso de los primeros a
los 15 días de vida, y en el de los segundos, a los 82 días de vida, y las dosis
administradas fueron de 1 .5¡íg/lOOgde peso y 1.75~g/100gde peso, respectivamente.
La duración del tratamiento fue de 5 días, con lo que los animales se sacrificaron a
los 20 y 87 días de vida, respectivamente.
2.7. ESTUDIO DE LOS TRANSPORTADORES DE GLUCOSA (GLU’[s) EN
RATAS NEONATALES HIPOTIROIDEAS. (Figura 3).
El estudio de los GLUTs durante el desarrollo de la rata se llevó a cabo en
poblaciones neonatales hipotiroideas y controles, desde los 2 a los 20 días de edad.
La pauta que se siguió comenzó con la administración de MMI (0.02%, p/v)
en el agua de bebida de las ratas preñadas a partir del día 14 de gestación; las crías
fueron sacrificadas a los 2 y 4 días de vida (hipotiroideas-MMI).
Por otro lado, los animales neonatales de 8 y 20 días de edad (T5), que se
incluyeron en este estudio, fueron sometidos a la misma pauta que las ratas
neonatales tiroidectomizadas, esto es, se inició la administración del fármaco
bociógeno a los 2 días de vida (0.02%, p/v), se tiroidectomizaron a los 5 días de
edad y se sacrificaron a los 3 y 15 días después de la operación (8 y 20 días de vida,
respectivamente).
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2.8. RECOGIDA DE MUESTRAS.
Los animales neonatales y adultos empleados en el estudio fueron sacrificados
entre las 09:00 y las 11:00 horas, aunque para las ratas hipotiroideas tratadas con ‘[4
se estableció la hora del sacrificio en las 11:00 horas.
Las muestras de sangre (mezcla arterial y venosa) se obtuvieron del tronco
del animal tras la decapitación y se recogieron en tubos eppendorf con y sin heparina
para obtener suero y plasma, respectivamente. Se dejaron coagular en hielo durante
30 minutos, y a continuación fueron centrifugados 10 minutos a 12.OOOrpm
(Microfuge 11, Beckman); el suero y el plasma se trasvasaron a otra serie de tubos
eppendorf que se conservaron a -800C hasta su posterior análisis.
Las muestras de tejidos (hígado, hipófisis, corazón, cuadriceps y
gastroenemius) se extrajeron inmediatamente después de la decapitación, se
sumergieron en N
2 líquido y se conservaron a -80
0C hasta el momento de su
valoración.
2.9. DETERMINACION RADIOINMUNOLOGICA DE IGF-1.
2.9.1. Fundamento del radioinmunoanálisis.
El RIA es un caso particular del radioanálisis competitivo basado en una
reacción de competición entre un ligando dado que actúa como antígeno (hormona,
Ag) y otro antígeno marcado (hormona’, Ag’) por la unión a un receptor específico,
su anticuerpo (Ac). En esquema:
Ag’ + Ac > Ag’ - Ac.
+ Ag > Ag - Ac.
Esta reacción de competición tiene lugar durante la incubación de ambos
antígenos, marcado y no marcado (frío), con el anticuerpo, produciéndose la unión
del antígeno marcado al anticuerpo en proporción inversa a la concentración de
antígeno frío que lo desplaza de la unión, ya que el antígeno frío presenta una mayor
afinidad por el anticuerpo respecto al antígeno marcado, esto es, el antígeno frío tiene
mayor actividad biológica. Así pues, el grado de competición, y por tanto la
concentración del ligando a valorar, puede conocerse por los cambios en la
concentración del antígeno marcado libre o del complejo antígeno - anticuerpo. A
continuación, se procede a la separación de la radiactividad libre del complejo
inmunológico para valorar la radiactividad ligada, y por comparación con la
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radiactividad ligada en presencia de cantidades conocidas y crecientes de antígeno
(curva patrón), puede conocerse su concentración en una disolución problema.
Este análisis presenta la sensibilidad de las técnicas isotópicas y posee la
especificidad propia de los métodos inmunológicos, lo que pennite valorar un
componente en una muestra de gran complejidad con un mínimo de interferencias.
Para obtener resultados fiables se debe tener en cuenta las siguientes
condiciones:
1. Que el anticuerpo obtenido sea específico del antígeno <sustancia problema)
y que sus diluciones sean adecuadas.
2. Que el antígeno se pueda marcar con un isótopo radiactivo de manera que
se consiga una alta actividad específica sin una disminución de su actividad biológica.
3. Que el método de separación de la radiactividad libre de la ligada en forma
del (complejo Ag-Ac) sea adecuado.
2.9.2. Filtración en gel.
Esta técnica permite la separación de las IGFBPs del suero y constituye el
paso previo para la determinación de la concentración de IGF-I mediante RIA y de
IGF-II por radiorreceptor (RRA). Además, este procedimiento fue mostrado como
el idóneo por nuestro grupo de investigación frente a la extracción en ácido fórmico-
acetona y a la de ácido-etanol con crioprecipitación, sobre todo para el caso de
muestras procedentes de ratas neonatales (Rivero, 1994).
2.9.2.1. Fundamento.
La cromatografía de permeabilidad o de tamiz molecular separa las moléculas
en función de su tamaño, forma y peso molecular mediante el paso de las muestras
a través de una matriz de pequeñas esferas de material inerte que está englobada en
una columna.
Esta técnica constituye el método de elección para la eliminación de
interferentes indeseables de distinto peso molecular respecto a los problemas por
diferentes razones:
a) es la cromatografía más sencilla,
b) no requiere muestras muy puras,
c) no se presentan fenómenos de adsorción, lo que la hace ideal para muestras
biológicas lábiles,
d) permite separaciones rápidas sin necesidad de unos gradientes de elución,
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e) produce bandas estrechas en el cromatograma y, finalmente,
O permite correlacionar fácilmente el peso molecular con el volumen de
elución.
Entre los parámetros a tener en cuenta en este tipo de cromatografía se
encuentra el coeficiente de disponibilidad (Ka) de una molécula, dado que representa
la fracción de la fase estacionaria accesible para la difusión de dicha molécula. Se
expresa como:
y-y
e O
ve—ve
donde:
Ve (volumen de elución): volumen necesario para eluir una molécula
determinada.
V0 (volumen vacío): volumen de la fase móvil en el que se distribuyen las
moléculas de peso molecular suficientemente elevado como para no penetrar por el
tamiz molecular.
V, (volumen total): volumen de la columna (fase móvil y estacionaria) en el
que se distribuyen las moléculas de peso molecular muy bajo.
El K~ de una molécula es independiente de las dimensiones de la columna y
se relaciona de forma constante con su coeficiente de difusión.
2.9.2.2. Material y reactivos.
Columna. Se utilizaron columnas de vidrio borosilicado XK 16/100
(Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala, Suecia) de 100cm de altura y lámm de
diámetro.
Fase móvil. Está formada por ácido acético 1M y cloruro sódico 0.02M en
agua; se emplea para el equilibrado de la columna y como eluyente.
Fase estacionaria. Se utiliza Sephadex G-50 Fine (Pharmacia Fine Chemicals,
Uppsala, Suecia). Posee un rango de fraccionamiento de 1.600 a 30.OOODa, adecuado
por tanto, para la separación de IGFs (7.áOODa) de sus proteínas ligadoras
(aproximadamente 50.OOODa).
2.9.2.3. Calibración de la columna,
Para determinar con exactitud en qué fracciones eluyen los IGFs y sus
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proteínas ligadoras unas vez separadas, se filtré una alícuota de IGF marcado
radiactivamente con 21, se recogieron fracciones de unos 2m1 y, a continuación, se
procedió a su contaje en un contador Packard Auto-Gamma Cobra II. En las tres
columnas empleadas el IGF eluyó con un K,~ de 0.22.
El perfil de elución del péptido marcado mostró claramente dos picos de
radiactividad de IGF, el primero correspondía a las IGFBPs y el segundo a los IGFs.
2.9.2.4. Filtración de los sueros.
Se diluyó la muestra de suero en una proporción 1:1 en ácido acético 2M, de
forma que la concentración final de ácido en la muestra fuera 1M, y para disociar los
complejos IGF/IGFBP se mantuvo la mezcla durante una hora a temperatura
ambiente. A continuación, la muestra se filtró por la columna a un flujo de 4m1/h y
se utilizó como eluyente ácido acético XM y clomro sódico O.02M. Finalmente, las
fracciones correspondientes a IGF se reunieron y se liofilizaron. El liofilizado se
resuspendió en tampón de RIA y se repartió en alícuotas que se conservaron a -200C
hasta su análisis.
2.9.3. Marcaje radiactivo de IGF-I y II.
2.9.3.1. Fundamento.
Se persigue la obtención de péptidos con suficiente radiactividad específica
pero sin una actividad biológica disminuida, de forma que la cuantificación de IGF
en la muestra posea una adecuada sensibilidad.
Para el marcaje radiactivo de IGFs se utilizó una modificación del método de
la cloramina ‘[ (Hunter, 1962) que es ampliamente utilizado para marcar pequeñas
cantidades de proteína con una alta radiactividad específica que se empleará como
radioligando en el radioanálisis competitivo. La reacción que tiene lugar es una
oxidación del Na’251 en presencia de una proteína que contiene residuos de tirosina,
con la subsiguiente incorporación del radioyodo a dichos residuos. La cloramina T
es la sal sódica del ligando N-monocloro de la p-toluenosulfonamida y en disolución
acuosa se degrada lentamente formando ácido hipocloroso que es un agente oxidante.
Así, el Nal en presencia de cloramina T y a pH ligeramente básico (pH 7.5> es
oxidado, se generan iones yodinio (I~) que reaccionan con el anillo fenólico de la
cadena lateral de la tirosina y que se incorporan en orto respecto al hidroxilo.
El proceso se detiene por dilución de la mezcla de reacción en presencia de
una alta concentración de ESA (albúmina sérica bovina), ello altera las condiciones
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de reacción y hace que se incorpore el 1251 al BSA, que por ser una proteína de alto
peso molecular es fácilmente separable del IGE. Finalmente, se separa la proteína
marcada del yodo radioactivo no incorporado, así como de la albúmina marcada
mediante filtración en gel.
2.9.3.2. Material y reactivos.
Hormona. Se utilizaron rhIGF-I y rhIGF-II (IGF-I y II humano recombinante)
de Boehringer Mannheim (Leverkusen, Alemania) que vienen liofilizados. Se
reconstituyeron en ácido acético 0. 1M y se liofilizó una alícuota. Estos péptidos
también se emplearon en la elaboración de la curva patrón en el ensayo de RIA y en
el de RRA.
Na’251. Se presenta a una concentración de lOOmCi/ml y es suministrado por
Amersham (Amersham Ibérica SA., Madrid).
Columna. Se emplearon columnas de Sephadex G-50 Fine equilibradas antes
del marcaje con PBS 0.03M (tampón fosfato), BSA al 0.25% (p/v) y azida sódica
0.02% (plv) para el marcaje de IGF-I, o con ácido acético 1M y USA al 0.25% (plv)
en el caso del marcaje del IGF-II.
2.9.3.3. Procedimiento.
La reacción se desarrolló en el mismo tubo donde se liofilizó el péptido que
se resuspendió en PBS 0.5M (tampón fosfato). A continuación, se añadió el yodo
radiactivo (Na125I) y la disolución de cloramina T (lmg/ml en PUS 0.O1M) recién
preparada y se dejaron transcurrir 30 segundos para que se produjera la yodación del
péptido.
La reacción se detuvo por la adición de USA al 5% (p/v) en PBS 0.O1M para
el marcaje de IGF-I, y con USA al 5% (p/v) en ácido acético LM en el marcaje de
IGF-II. A continuación, se transfirió la mezcla de reacción a la columna y se
recogieron fracciones de imí a un flujo de unos 30m1/h. Se contó una alícuota de
cada fracción en un contador y (Packard Auto-Gamma Cobra II) para conservar las
fracciones interesantes que se mantuvieron congeladas a -20W y divididas en
alícuotas-
2.9.3.4. Cálculo del rendimiento y la actividad específica.
El rendimiento es el porcentaje del total de radiactividad presente en el tubo
de reacción que se incorpora al péptido, y se calcula como el cociente entre las cpms
del pico de IGF-I ó II y las cpms totales eluidas de la columna. (Osciló entre 47-78%
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para el IGF-I y 45-81% para el IGE-Il).
La radiactividad incorporada al péptido se obtiene al multiplicar el rendimiento
y la radiactividad añadida al tubo de reacción corregida a la fecha del marcaje.
Finalmente, el cociente de la radiactividad incorporada y la masa del polipéptido nos
permite conocer la actividad específica en ¡íCi/¡xg. (Osciló entre 9O-160gCi/~g para
IGF-I y 9O-l74~tCiI~g para el IGF-II).
2.9.3.5. Perfil de elución de radiactividad.
El perfil obtenido por el método de la cloramina ‘[ muestra tres picos de
radiactividad: el primero corresponde al USA que se yoda al detener la reacción, el
segundo, es la hormona marcada y, por último, el tercero, se identifica con el yodo
libre que no ha reaccionado ni con la hormona ni con el BSA (Figura 4).
2.9.3.6. Repurificación del IGF marcado.
El péptido marcado conserva su actividad biológica durante más de dos meses.
Sin embargo, el ligamiento inespecífico en el RIA aumenta al transcurrir el tiempo,
aunque este inconveniente se evita repurificando ciertas fracciones del marcaje; de
esta manera, se consigue separar la hormona marcada íntegra de la deteriorada por
la radiactividad y del yodo radiactivo desprendido del péptido.
La repurificación se efectúa en las mismas condiciones que el marcaje y su
perfil de elución también muestra tres picos: el primero probablemente se debe a
polímeros de IGF-I, el segundo, que es el mayor, se corresponde con la hormona
marcada y, finalmente, en tercer lugar, eluye el yodo libre, desprendido del péptido
marcado.
2.9.4. Desarrollo del RíA de IGF-I.
2.9.4.1. Material y reactivos.
Patrón. Se empleó IGF-I humano recombinante (rhIGF-I) de Boehringer
Mannheim que viene liofilizado. Se obtiene de E. coli y presenta una pureza superior
al 95%. También se utiliza esta hormona en los marcajes.
‘[ampón. Está compuesto por tampón fosfato 0.O1M pH 7.5, cloruro sódico
O.15M, azida sódica al 0.02% (p/v) y BSA al 0.5% (p¡v). Se utilizó para diluir el
patrón, las muestras filtradas, el radioligando, el primer anticuerpo y también para
reconstituir las muestras filtradas después de su liofilización.
Radioligando. Se empleó 1251-IGF-I que se diluyó con tampón de RíA para
obtener de 8.000 a 10.OOOcpm/tubo.
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Primer anticuerpo. Se utilizó un antisuero policlonal (fracción globulínica)
anti-IGF-I obtenido en conejos inmunizados con hIGF-I y el fragmento C-terminal
(residuos 5-57) de KabiGen AB (Estocolmo, Suecia) que se presenta en forma de
liofilizado. La dilución empleada fue de 1:1.000.
Segundo anticuerpo. Se empleó una suspensión de complejos de anticuerpo
y microsefarosa obtenidos en oveja y que precipita anticuerpos de conejo (Pharmacia
Decanting Suspension 3).
2.9.4.2. Preparación de las muestras.
Las muestras de suero se analizaron después de ser sometidas a la filtración
en gel para separar las proteínas ligadoras de IGF. Se evaluaron a una dilución 1:40.
2.9.4.3. Procedimiento.
La curva patrón abarca un rango de concentraciones de 100 a 02ng/ml y se
analizó por duplicado al igual que las muestras.
Para llevar a cabo el análisis, se añadió el primer anticuerpo a los tubos de
las muestras y a los patrones y, a continuación, el radioligando. Después de una
incubación a 4W de 16-20h, se adicionó la suspensión del segundo anticuerpo, se
volvieron a incubar durante 30 minutos ahora a temperatura ambiente y se les añadió
agua destilada (OSmí). Finalmente, los tubos se centrifugaron durante 10 minutos a
1 .500g y 4”C, se descarté el sobrenadante y se procedió al contaje del precipitado
durante dos minutos en un contador de radiactividad y (Packard Auto-Gamma Cobra
II).
2.9.4.4. Cálculos.
Para calcular la concentración de IGF-I en las muestras se empleó un
programa en el que se construye la curva patrón según una representación
logarítmica, poniendo en abscisas el logaritmo de la concentración de hormona, y en
ordenadas la función logarítmica de la proporción de ligamiento U/U0.
Esta proporción se calcula por la expresión:
E/Ej 8-
»
30—A’
donde, U es la radiactividad ligada de la muestra o patrón correspondiente, U0, la
media de la radiactividad de los tubos donde el ligamiento es máximo, y N, la media
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de la radiactividad ligada a los tubos donde el ligamiento es inespecifico
La función logarítmica se expresa como:
logitR/B0=In B/B
1—
Se calculó para cada muestra logit BIB0, se interpoló en la curva patrón la
concentración correspondiente y se calcularon las medias de los duplicados. Por
último, el resultado se multiplica por el factor de dilución de cada caso.
2.10. DETERMINACION RADIOINMUNOLOGICA DE 13 Y ‘[4.
La valoración de ‘[3 y ‘[4 en suero se realizó en el Centro de Investigaciones
Biomédicas del CSIC, en el laboratorio de la Dra. Gabriela Morreale, mediante los
RIAs específicos de alta sensibilidad descritos por Weeke y Orskov (1975) y
modificados para la rata por Obregón y col. (1979).
De nuevo, damos las gracias a la Dra Gabriela Morreale y a sus colaboradores
por la ayuda que nos prestaron.
2.10.1. Marcaje radiactivo cte ‘[3 y ‘[4.
El método se basa en una reacción de oxidación con cloramina T (Kjeld,
1975), donde el sustrato (3’3 o ‘[2) se yoda con 1251 o 11311 a una yodotironina de un
grado superior de yodación. La reacción se detiene con metabisulfito sódico y la
separación de las diferentes yodotironinas y el yoduro se lleva a cabo mediante
filtración en gel (Sephadex G-25).
2.10.1.1. Material y reactivos.
Hormona. Se emplearon ‘[2 y ‘[3 reconstituidas en hidróxido sódico 0.05M,
de forma que se consiguiera una concentración final de íOpg/ml. Estos péptidos
también se emplearon para elaborar la curva patrón de ¡os RIAs.
Na
1251. Se presenta con una concentración de IOOmCí/ml y es suministrado
por Amersham (Amersham Ibérica S.A., Madrid).
Columna. Se emplearon columnas de Sephadex G-25 equilibradas con PUS
0.OSM pH 11.9.
2.10.1.2. Procedimiento.
FI proceso se llevó a cabo a temperatura ambiente. A una alícuota de la
67
Material y métodos
hormona se le añadió la solución de Na’251 y la de cloramina ‘[ (4mg/ml en PUS
0.OSM pH 7.6). ‘[ranscurridos 20 segundos se paró la reacción con una disolución
de metabisulfito (2.Smg/ml en PBS 0.05M pH 7.6), se transfirió la mezcla de
reacción a la columna y se eluyó con PBS 0.05M pH II» a un flujo de 40m1/h.
Se recogieron fracciones de 2m1, y a cada una de ellas se les añadió una gota
de ácido clorhídrico 6N para que el pH final fuera neutro. A continuación, se contó
una alícuota de cada fracción en un contador de radiactividad y (Packard Auto-
Gamma Cobra II). Los tubos de interés se protegieron con 2m1 de metanol y se
conservaron a 4W.
2.10.1.3. Perfil de elución de radiactividad.
El perfil de elución tras el marcaje radiactivo de la hormona presentó tres
picos de radiactividad: el primero de ellos correspondió al yodo que no se ha
incorporado al péptido, el segundo, a la T
3 marcada y el tercero, a la 14 yodada.
2.10.2. Desarrollo del RíA dc ‘[3.
2.10.2.1. Material y reactivos.
Patrón. La hormona empleada como standard fue la rT3 (T3 de rata) que se
resuspendió en hidróxido de sodio 0.05N para proporcionar una concentración de
4~gIml.
‘[ampón. Se utilizó para la elaboración de la curva patrón y sirvió como base
para la preparación de otros tampones del análisis. Está formado por fosfato disódico
0038M, fosfato sódico 0.002M, mertiolato ft6mM y USA al 0.22% (tampón A).
En el ensayo, se empleó también este tampón sin albúmina (tampón C) y otro
que tiene como base al tampón A, pero que además incluye en su composición lOOmg
de cisteina y 600mg de ANSA (competidor de proteínas), es el tampón B.
Radioligando. Se utilizó 12511 que se diluyó en tampón U para proporcionar
6.000-7.OOOcpm/tubo.
Primer anticuerpo. Se trata de un antisuero de conejo obtenido de Henning
Uerlin GMBH (Alemania). Se diluyó con tampón A para conseguir un título de
1:50.000.
Segundo anticuerpo. Para precipitar el complejo antígeno-anticuerpo, se
empleó una mezcla formada por suero de ternera, tampón C y polietilenglicol al 30%
diluido en tampón C en las proporciones: 5:28:67.
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2.10.2.2. Procedimiento.
La curva patrón abarca un rango de concentraciones de O a Sng/ml y se
analizó por triplicado, al igual que las muestras.
En el análisis, para igualar proteínas, se les añadió a los patrones, un volumen
de suero libre de T3 (1O~l), y a las muestras, un volumen de tampón A. Después se
adicionaron la hormona marcada y el primer anticuerpo. Tras una noche de
incubación, se les adicionó el segundo anticuerpo (1 <SmI), se centrifugó y se procedió
al contaje del precipitado.
2.10.2.3. Cálculos.
Los niveles de T~ se conocieron por la representación del logaritmo de la
concentración frente a la relación BIT y la corrección del valor por el factor de
dilución de las muestras que fue 10.
*100
cs
donde, C1 es la radiactividad de un tubo problema, Ch, la radiactividad de los blancos
y C~, la de los standards de contaje.
2.10.3. Desarrollo del RIA dc ‘[4.
2.10.3.1. Material y reactivos.
Patrón. El standard empleado fue la rT4 (T4 de rata) que se disolvió en
hidróxido de sodio 0.OSN para obtener una concentración final de lOggIml.
Tampón. Está formado por fosfato sódico O.002M, fosfato disódico 0.038M,
mertiolato 0.6mM y USA al 0.05% (tampón A). Este tampón sin USA (tampón U)
se diluyó en una proporción 1:4 (tampón A: tampón U) y se empleó para elaborar la
curva patrón y diluir las muestras (tampón C). Así mismo, en el análisis se utilizó
otro tampón que se preparó a partir del tampón A con USA al 0.22%, y no 0.05%,
por la adición de lOOmg de cisteína/l y 600mg de ANSA!> (Tampón D) y otro, a
partir del tampón C, al que se le añadieron lOOmg de cisteína/l (tampón E).
Radioligando. Se utilizó ‘
251-T
4 diluida en tampón para conseguir 6.000-
7.Ooocpmltubo.
Primer anticuerpo. Se empleó una y-globulina de conejo a un título de
1:30000 diluido en tampón C.
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Segundo anticuerpo. Consiste en una mezcla de suero de ternera, tampón E
y polietilenglicol (PEG) al 30% diluido en tampón D (5:28:67).
2.10.3.2. Procedimiento.
La curva standard abarca un rango de concentraciones de 0-12.Sng/ml y, al
igual que los problemas, se analizó por triplicado. A los patrones se les añadió un
volumen de standard y otro de suero libre de ‘[4 (25~l), mientras que las muestras se
diluyeron en tampón C en una proporción 1:33; a continuación se adicionaron el
radioligando y el antisuero y se incubaron una noche en oscuridad. Al día siguiente,
tras la adición del segundo anticuerpo (1 SmI) y la centrifugación de los tubos, se
obtuvo un sedimento, cuya radiactividad se contó en un contador -y (Packard Auto-
Gamma Cobra II).
2.10.3.3. Cálculos.
La concentración de ‘1’4 se obtuvo por la interpolación en la recta que resulta
al representar el logaritmo de la concentración frente a la relación U/T de los valores
obtenidos tras el contaje. El factor de corrección de los datos debido a las diluciones
fue 0.0667.
2.11. DETERMINACION RADIOINMIJNOLOGICA DE INSULINA.
La determinación de la insulina en muestras de plasma se realizó por medio
de unos kits comerciales de la casa Incstar.
2.11.1. Material y reactivos.
Patrón. Está constituido por insulina porcina liofilizada prediluida en tampón.
‘[ampón. Es un liofilizado compuesto por BSA, tampón borato y que incluye
timerosal como conservante.
Radioligando. Se utilizó insulina porcina marcada con 1251 y diluida en BSA-
tampón borato que además contiene EDTA (ácido dianiinotetracético) y timerosal.
Antisuero. Se empleó un liofilizado de antisuero de insulina de cobaya diluido
en el tampón del ensayo.
Complejo precipitante (GAGP-PPT). Está formado por un liofilizado que
contiene en su composición suero de cobaya normal, precipitado con antisuero de
cobaya macho y PEG. Al igual que en el caso de los otros reactivos, se resuspendió
en agua destilada en el momento en que se realizó el ensayo.
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2.11.2. Procedimento.
El primer día se preparó la curva standard, que abarca un rango de
concentraciones de 4 a lOOgU/ml (0. 16-4ng/ml) y las muestras. A continuación, se
adicionó a todos los tubos primero el antisuero (excepto a los tubos que contenian la
radiactividad total -T- y a los del ligamiento inespecífico -NSB-) después, la insulina
marcada y se incubaron a 4W durante 16-20 horas. Se añadió el complejo
precipitante a todos los tubos excepto a los T, se mantuvieron unos 15-20 minutos a
20-25W y transcurrido este tiempo se centrifugaron a 760g y 20-25W durante 20
minutos. Por último, se contó el precipitado en un contador y (Packard Auto-Gamma
Cobra II) durante un minuto.
2.11.3. Cálculos.
Al igual que en los otros RíAs descritos, en este caso, se llegó a conocer la
concentración de insulina mediante la representación del logaritmo de la
concentración (abscisas) frente a la relación U/U0 (ordenadas) y la posterior
interpolación en esta gráfica de los valores de las muestras.
2.12. DETERMINACION RADIOINMUNOLOGICA DE HORMONA DE
CRECIMIENTO (GH).
2.12.1. Preparacion de las hipófisis para el RíA.
Para llevar a cabo el análisis de los niveles de GH en las hipófisis, se debe
homogenizar previamente el tejido. La homogenización de las hipófisis se realizó
manualmente con ayuda de un potter de vidrio en PUS 0.O1M pH 7.6 y el
homogenado resultante de esta operación se conservó a -20W. Las muestras se
diluyeron en PUS 0.O1M pH 7.6 con USA al 1% en las proporciones determinadas
por tanteo que ahora se detallan en función de la edad y condición del animal:
- ratas neonatales: hipotiroideas, 1:100 y 1:250 y controles, 1:250;
- ratas destetadas: hipotiroideas, 1:500 y 1:1.000 y controles, 1:1.000;
- ratas adultas: hipotiroideas, 1:5.000 y 1:10.000 y controles, 1:10.000.
2.12.2. Marcaje radiactivo de GH.
El marcaje radiactivo de la hormona de crecimiento se llevó a cabo siguiendo
el método de la cloramina T (Hunter, 1962). Como ya se explicó en el marcaje
radiactivo de IGF-I, la reacción química que tiene lugar es la oxidación del Na’
251 en
presencia de una proteína que contiene restos tirosina, y es en estos residuos donde
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se incorpora el radioyodo. El proceso se detiene por la adición a la mezcla de
metabisulfito, y a continuación, se separa la proteína marcada del yodo radiactivo no
incorporado mediante filtración en gel (Sephadex 0-50).
2.12.2.1. Material y reactivos.
Hormona: Se empleó rGH (Gil de rata), que al igual que todos los reactivos
(marcaje y RIA), son suministrados por el National Institute of Diabetes and
Digestive and Kidney Diseases (NIDDK, California, USA). La rGH se reconstituyó
en NaHCO3 0.01N (lOOgg/ml> y se repartió en alicuotas de 25g1 que se conservaron
a -20W. Este péptido también se utilizó para elaborar la curva patrón en el MA.
Na
125I: Se presenta con una concentración de lOOmCi/ml y es suministrado
por Amersham (Amersham Ibérica, SA, Madrid).
Columna: Se emplearon columnas de Scphadex G-50 equilibradas con veronal
0.02M.
2. 12.2.2. Procedimiento.
El proceso se llevó a cabo a temperatura ambiente. Así, a una alícuota de la
hormona, se le añadió la solución de Na’251 y la solución de cloramina T (3 .Smglml
en PUS 0.05M) recién preparada y se agitó el tubo durante 90 segundos, momento
en el que se produjo la yodación del péptido. La reacción se detuvo por la adición
de una disolución de metabisulfito (1 .Ymg¡ml en PBS O.05M) que se preparó
extemporáneamente. La mezcla de reacción se transfirió a la columna previamente
equilibrada con veronal, tampón que se empleó para eluir las fracciones a un flujo
aproximado de 30m1/h. Se recogieron fracciones de 0.5m1, sobre Olmí de BSA al
2% en PBS 0.OIN, y de estas se contó una alícuota en un contador de radiactividad
-y (Packard Auto-Gamma Cobra II). Las fracciones de interés se conservaron a -20W
en PBS-BSA al 2% (dilución 1:5>.
2.12.2.3. Cálculo del rendimiento y la actividad específica.
El cálculo del rendimiento y de la actividad específica se llevó a cabo
siguiendo lo ya descrito para el marcaje radiactivo de IGFs. El rendimiento obtenido
en los marcajes de Gil osciló entre un 85-95%, y la actividad específica de la
hormona se situó en torno a 75-S0~Ci/pg.
2.12.2.4. Perfil de elución de radiactividad tras el marcaje radiactivo de
OH.
El perfil de elución obtenido tras el marcaje radiactivo de la hormona presenta
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dos picos de radiactividad: el primero de ellos corresponde a la hormona marcada,
y el segundo al yodo libre que no ha llegado a incorporarse al péptido.
2.12.2.5. Repurificación de la GH marcada.
La Gil marcada conserva su actividad durante unos dos meses, sin embargo,
con el tiempo se produce un aumento del ligamiento inespecífico en el RIA. No
obstante, este inconveniente se supera repurificando las fracciones resultantes del
marcaje.
La repurificación se realizó en las mismas condiciones en que se efectuó la
purificación tras el marcaje, pero se empleó en este caso una columna de Sephadex
G-100 y se recogieron fracciones de mayor volumen (2.5m1). Con esta operación se
consiguió la separación de la hormona intacta (segundo pico) de la deteriorada
(primer pico) y del yodo radiactivo (tercer pico) que libera el péptido con el paso del
tiempo.
2.12.3. Desarrollo del RíA de GH.
2.12.3.1. Material y reactivos.
Patrón. La hormona utilizada como standard fue rGIvI que se presentó en
forma de liofilizado y fue proporcionada por el NIDDK, al igual que el primer y el
segundo anticuerpo. Se resuspendió en agua para proporcionar una concentración de
lOpg/pl.
Tampón. Está constituido por PUS 0.O1M pH 76, EDTA O.025M y USA al
1% (plv) y se empleó para diluir las muestras, la radiactividad, el primer y el
segundo anticuerpo.
Radioliganclo. Se utilizó ‘251-GH que se diluyó en el tampón del RIA para
proporcionar unas 8.OOOcpm/tubo.
Primer anticuerpo. Se presentó como un liofilizado que se reconstituyó en
agua (dilución 1:50>. Se trata de un antisuero extraído de glándula pituitaria de rata
con agua y sulfato de amonio. Se diluyó en suero de mono al 1 % a un título de
1:500.000.
Segundo anticuerpo. Se utilizó una gamma-globulina antimono que fue
proporcionada por el NIDDK por Antibodies, Inc. (California, USA). Precipita el
suero normal de mono y está disuelto en PUS.
2.12.3.2. Procedimiento.
El primer día se prepararon las muestras y la curva patrón, que se analizó por
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triplicado y abarcó un rango de concentraciones de 0.03 a l6ng/ml. Las muestras se
analizaron por duplicado, y en el caso de las hipófisis, a las diluciones reseñadas.
Los problemas y los patrones se incubaron con los reactivos: se les añadió
la dilución del antisuero y el tampón, y se mantuvieron 6 horas a 37”C. A
continuación, se adicionó a los tubos el radioligando y se incubaron 18 horas a 370C.
Al día siguiente, se añadió el segundo anticuerpo y se incubaron durante 18 a 24
horas a 40C. Finalmente, el tercer día, se lavaron con 2m1 de PUS O.O1M pH 7.6,
se centrifugaron 40 minutos a 760g, y se procedió al contaje de radiactividad del
precipitado durante 2 minutos en el contador -y (Packard Auto-Gamma Cobra II>.
2.12.3.3. Cálculos.
Como en el caso de los otros RIAs, los valores de Gil se llegaron a conocer
por la representación del logaritmo de la concentración (abscisas) frente a la relación
U/U
0 (ordenadas) y la posterior corrección por el factor de dilución de las muestras;
en el caso de las hipófisis, los cálculos se refirieron a mg de tejido.
Destacamos que las determinaciones de GH fueron realizadas con la
colaboración de la Dra. Carmen Alvarez Escolá, miembro de nuestro grupo de
investigación, y a quien reitero mi agradecimiento por su ayuda.
2.13. DETERMINACION DELA CONCENTRACION SERICA DE IGF-II POR
ANALISIS DE RADIORECEPTOR (RRA).
2.13.1. Fundamento.
Al igual que el RIA, el RRA es un caso particular del
competitivo. La competición se establece entre una hormona (IGE—IL)
misma hormona sin marcar por la unión a un receptor específico.
Los receptores se obtuvieron a partir de hígado de rata adulta
receptores de IGF tipo II, y prácticamente carece de receptores tipo 1.
2.13.2. Preparación de membrana plasmática particulada de hígado de
rata.
Se homogeneizaron los hígados de rata en una solución de sacarosa 0.25M con
PMSF 0.SmM en una proporción de 3.5mlIg de tejido. Se reunieron los
homogenados y se filtraron a través de una gasa. A continuación, se centrifugaron
durante 10 minutos a 600g y 4W, se recogieron los sobrenadantes y de nuevo se
radioanálisis
marcada y la
que contiene
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centrifugaron a 17.OOOg durante 30 minutos a 40C. Los sobrenadantes que resultaron
se reunieron y se les adicionó cloruro sódico y sulfato de magnesio hasta alcanzar una
concentración final de 0.1 y 1M, respectivamente. Después se llevaron a cabo dos
centrifugaciones a 40.OOOg durante 40 minutos y a 4W, y el sedimento obtenido se
resuspendió y homogeneizó en tampón Tris 5OmM PH 7.7. Por último, se separó una
alícuota de la preparación para determinar la concentración de proteínas según el
método de Uradford. Esta preparación se conservó a -80”C repartida en alícuotas.
2.13.3. Desarrollo del RRA de IGF-II.
2.13.3.1. Material y reactivos.
Patrón. Se empleó rhIGF-II (IGF-II humano recombinante) de Uoehringer
Mannheim que se presenta en forma de liofilizado. Se obtiene de E. coli, presenta
una pureza superior al 95% y se utilizó en los marcajes.
Tampón. Se empleó el tampón del RIA (PUS 0.O1M pH 7.5 con cloruro
sódico 0.15M, azida sádica 0.02% y USA 0.5%). Se utilizó para diluir el patrón y
reconstituir los liofilizados de las muestras de suero sometidas a la filtración en gel.
‘[ampón ‘[ris-HCl. Incluye en su composición Tris base 0.05M y USA al
0.5% (p/v) y su pH es 7.7. Se empleó para diluir la preparación de membranas y el
radioligando, así como para el lavado de los tubos.
Radioligando. Se empleó ‘251-IGF-II, marcado por el método de la cloramina
T (Hunter, 1962) y se diluyó en tampón ‘[ris-HCí para obtener unas 10.OOOcpm/tubo.
Membrana. Se utilizaron diluidas a una concentración de lmg proteína/ml en
tampón Tris-HCI.
2.13.3.2. Procedimiento.
Este método se llevó a cabo en dos días. El primer día se prepararon las
muestras, la curva patrón y se incubaron los reactivos, y en el segundo día, se
procedió a la separación de la radiactividad libre y al contaje de los tubos.
La curva patrón comprende un rango de concentraciones de 100 a 0.2ng/ml
y, al igual que las muestras, se analizó por triplicado. A los tubos con las muestras
y los patrones se les añadió sucesivamente la dilución del radioligando y la de las
membranas y se incubaron 20 horas a 40C. Al día siguiente, se centrifugaron 10
minutos a 12.OOOrpm y 4W y se aspiró el sobrenadante. Se lavó el precipitado con
tampón Tris-HCI frío (200~l), y de nuevo se centrifugaron los tubos durante 5
minutos a 4W y l2.OOOrpm. Finalmente, se contó el precipitado en un contador de
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radiactividad -y (Packard Auto-Gamma Cobra II).
2.13.3.3. Cálculos.
La concentración de IGE-lí en las muestras se calculó por el procedimiento
usado en el MA de IGF-I.
‘[ECNICAS ELECTROFORETICAS.
Bajo este epígrafe se reunen una serie de técnicas basadas en la migración que
experimentan las especies iónicas en un solvente (en un medio líquido) por la acción
de un campo eléctrico.
v~g.E
donde, y
1 es la velocidad lineal de migración, ji, la movilidad iónica y, finalmente,
E, el campo eléctrico continuo.
Así pues, los diferentes iones de una muestra se desplazan bajo el efecto
continuo del campo eléctrico, hacia el cátodo o el ánodo según el signo de su carga
y a una velocidad propia de cada uno.
Para el análisis de las muestras se emplean soportes inertes (geles de agarosa,
poliacrilamida...) que posibilitan:
a) la utilización de pequeñas cantidades de muestras (del orden de jil) y su
clara visualización;
b) separación de los componentes de la muestra con gran resolución;
c) y, tiempos de análisis cortos.
2.14. ANALISIS DE LAS PROTEINAS LIGADORAS DE LGF: WES’[ERN
BLOT.
2.14.1. Fundamento.
En el ‘Western blot”, en primer lugar se lleva a cabo una electroforesis en
condiciones no reductoras para no desnaturalizar las proteínas (transportadoras de
glucosa o de IGEs), para separar las distintas IGFBPs, y a continuación, dichas
proteínas se transfieren a una membrana (de PVDF o nitrocelulosa) que se incubará
con anticuerpos específicos contra determinadas IGFBPs (‘inmunoblot’) o con 1251
IGF-I ó II (“ligand blot”, Hossenlopp, 1986).
2.14.2. Electroforesis.
Se realizó con el sistema Mini Protean II de Bio Rad (Richmond, California).
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2.14.2.1. Preparación del gel.
El gel de poliacrilamida tiene dos zonas diferentes: una breve con una
concentración de acrilamida del 5% llamada gel acumulador (almea las muestras
aplicadas) y otra que contiene un 12% de acrilamida que separa las proteínas (gel
separador) que corren a su través. La composición del gel separador es la siguiente:
agua, ‘[ris-HCI 0.375M pH 8.8, SDS 0.1% (p/v), acrilamida/bis 40%, APS 0.05%
(p/v) y TEMED. El gel acumulador incluye en su composición los mismos reactivos
que el separador, sólo difieren en el porcentaje de poliacrilamida y en la
concentración del Tris-HCI empleado, 0. 125M pH 6.8 en el gel acumulador frente
a 0.375M pH 8.8. en el gel separador.
2.14.2.2. Preparación de las muestras.
Las muestras se prepararon momentos antes de su aplicación. Se diluyeron
1:10 (Western ligand blot e “inmunoblot”) (Figura 5) en tampón LSB 2x (Laemmli
sample bufffer, Laemmli, 1970> que está constituido por Tris-ilCí 0.0625M pH 6.8,
glicerol 10% (y/y), SDS 2% (p/v) y como colorante azul de bromofenol 0.005%
(p/v). A continuación, se calentaron 5 minutos a 95W, y se dejó que tomaran la
temperatura ambiente antes de su aplicación.
Como marcador de peso molecular se empleó un patrón de amplio rango (6.5-
200kDa) de BioRad.
Finalmente, se aplicaron al gel las muestras y el patrón.
2. 14.2.3. Condiciones de electroforesis.
La electroforesis se efectuó en el seno de una disolución fonnada por glicina
192mM, Tris base 2SmM, SDS 0.1% (p/v) en agua destilada bajo una corriente
continua de 125 V que se prolongó hasta que el frente de tinción alcanzó el borde
inferior del gel.
2.14.3. Electrotransferencia.
La transferencia electroforética se realizó en el sistema Mini-trans-blot de
BioRad y se utilizó como soporte para la transferencia una membrana de nitrocelulosa
de 0.2gm de tamaño de poro.
Una vez concluida la electroforesis se extrajeron los geles y se sumergieron
en el tampón de transferencia (Tris base 2SmM, glicina 192mM y metanol 20% (p/v)
en agua a pH 8.3). A continuación, cada ge] se puso en contacto con la membrana
de nitrocelulosa y se situaron entre dos láminas de papel Whatmamm 3MM y dos
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almohadillas. Este montaje se colocó sobre un soporte para geles que se introdujo en
la cubeta de transferencia. El proceso de transferencia se efectuó a 100 V durante 2
horas en el tampón ya señalado.
2.14.4. Western ligand blot.
2.14.4.1. Reactivos.
Los tratamientos posteriores de la membrana se realizaron en un tampón
(“ligand blot buffer”, LUU) que está formado por ‘[ris-HCl 0.O1M pH 7.55, cloruro
sódico 0. 1SM, azida sódica 0.1% (p/v) en agua. Esta disolución fue la base para la
preparación de otras:
1. Soluciones para la preparación de la membrana:
a) Solución de Nonidet- P40 3% (y/y) en LBB.
b) Solución de USA al 1% (p/v) en LUB.
e) Solución de Tween-20 al 0.1% (y/y) en LBB.
2. Solución para la incubación de la membrana. En ella se diluyó el
radioligando y estuvo constituida por BSA al 1 ¼(p/v) y Tween-20 al 0. 1 ¼(y/y> en
LBB.
3. Soluciones para el lavado de la membrana.
a) Solución de Tween-20 al 0.1% en LBU.
b) LBB.
2. 14.4.2. Preparación de la membrana.
Antes de incubar la membrana con el radioligando se sometió a una serie de
lavados con los que se bloquearon sus sitios de unión libre por la exposición a una
alta concentración de BSA. Así pues, la membrana se lavó en primer lugar con
Nonidet-P40 a temperatua ambiente durante 30 minutos y ligera agitación, a
continuación con una solución de BSA durante 2 horas, y finalmente, con una
disolución de ‘[ween-20 (10 minutos).
2. 14.4.3. Incubación con el radioligando.
Una vez finalizados los lavados, la membrana se incubó sin agitación con una
alícuota de una solución de radioligando preparada momentos antes (1.5. 1O~ cpm 1251
IGF-I ~ II> durante 18-20 horas a 4W.
2.14.4.4. Lavado y detección de las IGFBPs.
Finalizada la incubación, se procedió al lavado de la membrana con ligera
agitación para eliminar el exceso de radioligando no incorporado, primero con LUB
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y Tween-20 (dos veces) y después con LUB (3 veces) durante 15 minutos a 4W. A
continuación, y una vez seca la membrana, se puso en contacto con una película y
entre pantallas intensificadoras a -800C, procediéndose después a su revelado (Agfa
Curex 60).
La integración por volumen de las bandas obtenidas por el Densitómetro
Personal de Molecular Dynamics (Sunnyvale, California) se expresó como unidades
arbitrarias de la densidad óptica.
2.14.5. Western ¡nmunoblot.
2.14.5.1. Reactivos.
El posterior procesamiento de la membrana se llevó a cabo en tampón TUS
(“‘[ris-buffered salme’) formado por Tris-HCI 0.05M PH 7.4 y cloruro sódico 0.2M
en agua destilada. Esta disolución constituyó la base para la preparación de los
siguientes tampones:
1. ‘[135-’[ween: Tampón TUS con Tween-20 al 0.75% (y/y).
2. Solución bloqueante: TUS-Tween con leche en polvo desnatada al 5% (p/v).
Su preparación es extemporánea.
3. Solución de preincubación: TUS con 0.OSmg/ml de USA.
4. Anticuerpo primario: Se trata de un anticuerpo policlonal obtenido en
conejos inmunizados contra bIGFBP-2 (de células de riñón). Se empleó al título
recomendado por el proveedor (UBI, Inc., NY, USA), 1:2000.
5. Anticuerpo secundario: Se obtiene en cabras inmunizadas con anticuerpo
de conejo y es una Inmunoglobulina-G (U +L) conjugada con fosfatasa alcalina
(BioRad).
6. Soluciones de revelado:
a) Tampón Tris-MgCI
2 constituido por Tris-ilCí 0. IM pH 9.5 y MgCI2
0.5mM en agua destilada.
b) Solución NUT: 3Omg/ml en N,N-dimetilformamida al 70% (y/y, en
agua destilada).
c) Solución BCIP: l5mg/ml en N,N-dimetilformamida.
Las proporciones utilizadas fueron: 100 ‘[ris-MgCI2: 1 solución NUT: 1
solución BCIP.
2.14.5.2. Preparación de la membrana.
Al igual que sucede en el ‘ligand blot”, se deben bloquear los sitios de unión
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libres de la membrana antes de incubaría con el primer anticuerpo; esto se consiguió
exponiéndola a una alta concentración de proteína, presente en la leche en polvo.
Todos los lavados e incubaciones se realizaron a temperatura ambiente y con
ligera agitación. Así, en primer lugar se lavó la membrana con TBS-Tween durante
5 minutos, para después sustituir este tampón por solución bloqueante donde se
mantuvo la membrana durante 30 minutos y, finalmente, se hicieron dos lavados de
5 minutos con ‘[US-’[ween.
2.14.5.3. Incubación con el primer anticuerpo.
Una vez finalizados los lavados, se incubó la membrana durante 2 horas con
una alícuota de solución de preincubación donde estaba diluido el anticuerpo primario
al título deseado y TUS-’[ween. Transcurrido el tiempo de incubación, se lavó la
membrana una vez en solución bloqueante y tres en TBS-Tween (5 minutos cada
lavado).
2.14.5.4. Incubación con el anticuerpo secundario.
Se incubó ahora la membrana con una alícuota del segundo anticuerpo y TUS-
‘[ween durante un tiempo que osciló entre 1 y 3 horas. A continuación, se lavó la
membrana tres veces con ‘[BS-’[ween y dos con TUS (5 minutos cada lavado) y se
secó entre papeles de filtro.
2. 14.5.5. Detección de las IGFBPs.
El revelado se basa en una reacción química catalizada por la fosfatasa
alcalina conjugada al anticuerpo secundario que genera un producto insoluble de color
púrpura sobre la membrana (Uers, 1985).
La membrana se sumergió en la solución de revelado durante el tiempo que
se consideró conveniente según el fondo y señal deseados, y para detener la reacción
se mantuvo en un recipiente con agua destilada durante 10 minutos. Finalmente, la
membrana se dejó secar entre papeles de filtro.
2.14.6. Western inmunoblot.
2.14.6.1. Reactivos.
Los tratamientos posteriores de la membrana se realizaron en un tampón
(TUS) constituido por Tris-HG lOmM pI-1 8 y cloruro sódico I5OmM. Este tampón
sirvió de base para otras disoluciones empleadas en el análisis:
1. Solución de bloqueo: TUS con leche en polvo desnatada al 5% y ‘[ween al
0.05%.
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2. Solución de bloqueo: Está constituida por TUS y ‘[ween al 0.05%.
3. Anticuerpos primarios: Se trata de anticuerpos policlonales (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., USA) obtenidos en carneros inmunizados contra péptidos que
corresponden a los aminoácidos 254-272 del extremo C-terminal del precursor de la
IGFBP-1 de ratón o a los aminoácidos 288-305 del mismo extremo del precursor de
la IGFBP-2 de ratón. Se emplearon a un título de 1:100 diluidos en una alícuota de
solución de bloqueo.
4. Anticuerpo secundario: Se trata de un complejo formado por una
Inmunoglobulina-G-peroxidasa (Santa Cruz Uiotechnology) que se diluye en solución
de bloqueo a un titulo de 1:1.000.
En estos experimentos, se empleó como marcador de peso molecular un
patrón preteñido de amplio rango (4-25OkDa) de Novex.
2.14.6.2. Preparación de la membrana.
Para bloquear los sitios de unión libre de la membrana, esta fue tratada con
una solución rica en proteínas lácteas durante 45 minutos, a temperatura ambiente y
con ligera agitación.
2.14.6.3. Incubación con el anticuerpo primario.
La incubación de la membrana con el correspondiente anticuerpo se realizó
durante una noche a 40C y con ligera agitación. Después se sumergió la membrana
en una solución compuesta por ‘[US y Tween al 0.05% y se efectuaron tres lavados
de 5 minutos, a temperatura ambiente y con agitación.
2. 14.6.4. Incubación con el anticuerpo secundario.
La membrana se puso en contacto con el segundo anticuerpo a temperatura
ambiente durante 60 minutos, con ligera agitación. A continuación, se realizaron 4
lavados iguales a los anteriores, de 5 minutos de duración, a temperatura ambiente
y con agitación; los 3 primeros lavados se efectuaron con TUS y Tween al 0.05%,
y el último sólo con TUS.
2.14.6.5. Detección de las IGFBPs.
La visualización de las IGFUPs se logró mediante la técnica de
quimioluminiscencia. La peroxidasa ligada al segundo anticuerpo en presencia del
peróxido de hidrógeno oxida al luminol; en este proceso se genera una molécula
intermedia emisora de luz que es capaz de impresionar una película. La señal
obtenida es proporcional a la cantidad de complejo imnunológico que hay sobre la
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membrana, esto es, a la cantidad de proteína (IGFBP-1, 2 o como veremos más
adelante, GLU’[-1, 2 ó 4) previamente transferida a esta.
La membrana se trató con los reactivos de un kit suministrado por Amersham
(ECL), y la intensidad de las bandas obtenidas se cuantificó en un Densitómetro
Personal (Molecular Dynamics).
2.15. ANALISIS DE LOS TRANSPORTADORES DE GLUCOSA (GLUTs):
WES’[ERN INMUNOBLO’[.
El procedimiento seguido fue la técnica del ‘Western blot”, cuyos detalles se
han descrito en el apartado anterior. En este caso, las condiciones para la
electroforesis y electrotransferencia, al igual que la composición de los geles de
poliacrilamida, fueron las mismas que allí se describieron. No obstante, cabe destacar
varios aspectos que fueron distintos en este caso:
a) Las muestras se pusieron en contacto con el LSB a temperatura ambiente
durante 30 minutos, no se calentaron.
b) La electrotransferencia no se efectuó sobre una membrana de nitrocelulosa
sino sobre una de difluoruro de polivinilideno (Immobilon, Millipore) que
previamente había sido sumergida en metanol (30s) y, a continuación, en agua (60s>.
c) El marcador de peso molecular utilizado fue la fumarasa (48.500Da) por
su similitud con el peso molecular de los GLUTs (Sigma).
2.15.1. Preparación de las muestras.
2.15.1.1. Reactivos.
La extracción de las membranas se llevó a cabo en distintos tampones en
función del tejido que se tratara.
1. Tampón de homogeneización de los tejidos musculares y corazón: Está
constituido por HEPES 2SnM, sacarosa 25OmM, EDTA 4mM, benzamidina 2SmM,
PMSF 0.2mM, inhibidor de tripsina IU/ml y pepstatina lgM a pH 7.4. Esta
disolución también se empleó para la resuspensión de estos tejidos.
2. Tampón de homogeneización del hígado: Está formado por HEPES 25mM,
sacarosa 2SOmM, EDTA ImM, DTT 3mM, PMSF 0. ImM e inhibidor de tripsina
0.26U/ml a pH 7.4.
3. Tampón de resuspensión del hígado: Se compone de Tris SOmM, sacarosa
25OmM, cloruro potásico lOOmM y cloruro de magnesio 5mM a pI-! 7.4.
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2.15.1.2. Extracción de las membranas de tejidos musculares y corazon.
El proceso seguido para obtener la fracción membranosa cruda (membranas
globales) fue descrito por Santalucía y col. (1992). Los tejidos (0.3-0.5g) se
homogeneizaron en 10 volúmenes de tampón de homogeneización y se centrifugaron
a 40C y 15.OOOg, durante 20 minutos en el caso de los músculos esqueléticos y a
10.OOOg, 5 minutos cuando se trató de músculo cardíaco. Los sobrenadantes
obtenidos se enriquecieron en cloruro de potasio hasta obtener una concentración de
0.8M. Se incubaron 30 minutos a 40C con agitación y, a continuación, se
centrifugaron: el extracto cardíaco a 150.OOOg, durante 2 horas, y los extractos
procedentes del gastrocnemius y el cuadriceps a 200.OOOg, 1.5 horas. El sedimento
obtenido se resuspendió en el tampón empleado para la homogeneización, y tras
determinar la concentración proteica del extracto se almacenó a -800C hasta el
momento de su análisis.
2.15.1.3. Extracción de las membranas hepáticas.
El método aplicado para extraer la fracción membranosa fue una adaptación
del descrito por Thorens y col. (1988). Se partió de unos 0.2g de tejido, que una vez
homogeneizados en 10 volúmenes de tampón, se centrifugaron a 40C y 8.OOOg
durante 10 minutos. El sobrenadante se volvió a centrifugar durante 20 minutos a la
misma velocidad y el nuevo sobrenadante se centrifugó a 150.OOOg durante 40
minutos. El sedimento obtenido se resuspendió en un tampón distinto al de
homogeneización y finalmente se analizó su concentración proteica y se almacenó a -
800C.
2.15.2. Western inmunoblot. (Figura 6)
2.15.2.1. Reactivos.
1. Solución de bloqueo: PUS (NaCí 0.135M, KCl 2.7mM, KH
2PO4 1.4mM,
Na2HPO4 8mM, PH 7.4) con leche en polvo desnatada al 5%. Su preparación es
extemporánea.
2. Anticuerpos primarios: Se trata de anticuerpos policlonales (Uiogénesis)
obtenidos en conejos inmunizados contra:
- un péptido que incluye los 12 aminoácidos del extremo C-terminal del
transportador (anti-GLU’[-4);
- un péptido sintético de secuencia basada en la prevista del GLU’[ del cerebro
de la rata (anti-GLUT-1);
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- un péptido sintético que incluye los 25 aminoácidos C-terminales de la
secuencia del GLUT-2 de rata y otro péptido que contiene los 13 aminoácidos
terminales del mismo tramo.
Se utilizaron a un titulo de 1:1.000 para el GLU’[-2 y 4 y de 1:5.000 para
GLUT-1 diluidos en PUS con USA al 3% y azida sódica al 0.02%.
3. Solución de lavado: PUS con Tween al 0.1%.
4. Anticuerpo secundario: Consiste en un complejo formado por
Inmunoglobulina-G-peroxidasa (Sigma) que se diluyó en PUS con leche desnatada al
1% y’[ween al 0.05%.
2.15.2.2. Preparación de la membrana.
Después de la electrotransferencia se procedió al bloqueo de los sitios de
ligadura inespecífica de la membrana mediante el tratamiento con una solución rica
en proteínas lácteas durante 2 horas, con ligera agitación y a temperatura ambiente.
2.15.2.3. Incubación con el anticuerpo primario.
Se incubó la membrana con el anticuerpo correspondiente durante una noche
a 40C y con una ligera agitación. A continuación, se sumergió la membrana en una
solución de PUS con Tween y se hicieron 4 lavados de 10 minutos a 370C y con
agitación.
2. 15.2.4. Incubación con el anticuerpo secundario.
Se puso en contacto ahora la membrana con el segundo anticuerpo durante 60
minutos, a temperatura ambiente y con ligera agitación. Transcurrido el tiempo de
incubación se realizaron 4 lavados iguales a los anteriores (10 minutos, 37W y con
agitación).
2.15.2.5. Detección de los GLU’[s.
Para visualizar los GLUTs se utilizó la técnica de quimioluminicencia, y la
cuantificación del volumen de la mancha se realizó en un densitómetro (Molecular
Dynamics).
Destacamos que la puesta a punto del método de determinación de los
transportadores de glucosa fue realizada con la colaboración del Dr. Fernando
Escrivá Pons, perteneciente a nuestro grupo de investigación, a quien agradecemos
de nuevo su ayuda desinteresada.
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2.16. ANÁLISIS DE EXPRESION DE IGFs E IGFBPs: ENSAYO DE
PROTECCION DE RIBONUCLEASAS.
2.16.1. Extracción del ARN total.
2.16.1.1. Preparación de las muestras.
El ARN total se preparó por homogeneización de los tejidos en tiocianato de
guanidina según el método descrito por Chomczynski y Sacchi (1987). Se partió así
de una pequeña cantidad de hígado que se homogeneizó en una disolución formada
por un 45% de solución D (tiocianato de guanidina 4M, citrato sódico 25miM pH 8
y lauril sarcosina 0.5%), 50% de fenol, 4% de acetato sódico 2M y un 10% de CIA
(cloroformo y alcohol isoamílico en una proporción 24:1). El ARN así obtenido se
purificó mediante una segunda extracción, se resuspendió en EDTA 0.5mM y, por
último, se procedió a su valoracion.
1. Valoración del ARN
.
a) Cuantitativa
El ARN total se cuantificó comparando la absorbancia de la muestra con un
blanco (ED’[A 0.5mM y agua) a tres longitudes de onda diferentes: 260nm (máximo
de absorción del ADN y ARN), 2SOnm (máximo de absorción de las proteínas) y
3 lOnm (máximo de absorción de impurezas). Esta operación nos permitió conocer la
concentración de la muestra (medida de la absorbancia a 260nm), eliminar las
interferencias debidas a las impurezas y también estimar la calidad del ARN extraído
mediante el cociente de la absorbancia a 260 y 280mn, de manera que las muestras
cuya relación 260/280 no oscilaba entre 1.7 y 2.2 fueron desechadas.
b) Cualitativa: Electroforesis
Las muestras se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa, lo que nos
permitió confirmar la integridad del ARN y normalizar su cantidad en las distintas
calles.
- Preparación del gel: Para preparar el gel se hirvió la agarosa disuelta en la
solución tamponadora (Mops 2OmM, acetato de sodio 5mM y ED’[A lmM) en una
proporción del 1.1%. A continuación, se le adicionó formaldehído (15%) y se esperó
hasta su compactación.
- Preparación de las muestras: Las muestras se prepararon momentos antes
de su aplicación. Se tomó el volumen necesario para aplicar una cantidad de ARN
determinada y se igualaron volúmenes con agua. A continuación, se le adicionó un
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volumen de tampón desnaturalizante (67% formamida, 13% de formaldehído y 20%
de Mops 0.2M, acetato de sodio 5OmM y EDTA lOmM) y un 4% de bromuro de
etidio para teñir las bandas de ARN ribosomal 18 y 28 s. Finalmente, se calentaron
las muestras durante 5 minutos a 65W y se les añadió un 10% de azul de bromofenol
(colorante de la electroforesis).
- Condiciones de la electroforesis: Para la electroforesis se empleó el sistema
Subcell Electrophoresis Celí de BioRad (Richmond, CA) y se empleó como tampón
electrodo Mops (Mops 2OmM, acetato de sodio SmM, EDTA lmM). La
electroforesis se efectuó con corriente continua a 50 V durante 4 horas.
2.16.2. Ensayo de protección de ribonucleasas.
2.16.2.1. Fundamento.
El análisis se basa en la hibridación en solución de una ribosonda con el ARN
de una muestra, la digestión de los fragmentos no hibridados y la posterior separación
de esos híbridos en geles de poliacrilamida. Para ello, se parte de un ADNc
plasmídico donde se encuentra el inserto correspondiente a los diferentes IGFs e
IGFBPs. Así, en presencia de una ARN polimerasa, y a partir del promotor del ADN
plasmídico, se inicia la síntesis de una cadena de ARN marcada radiactivamente con
32P-U’[P (ribosonda) que va a ser complementaria a la cadena de ADN. A
continuación, se adiciona la ribosonda a la muestra de ARN donde hibridará con los
tránscritos de ARN complementarios. Finalmente, los fragmentos de ARN no
hibridados son degradados por las ARNasas y los híbridos (ARN-ARN) se separan
en geles de poliacrilamida.
2.16.2.2. Preparación de las muestras.
Después de comprobar la integridad del ARN y normalizada su cantidad para
los distintos grupos experimentales, se prepararon las muestras para su análisis.
La cantidad de ARN total hepático utilizado para los diferentes estudios fue
de 20jtg; se igualaron los volúmenes de las muestras con agua DEPC y se dejaron
precipitando en 0, 1 volúmenes de acetato sódico 3M y 2.5 volúmenes de etanol puro
a -20W hasta el momento de su análisis.
2.16.2.3. Síntesis de la ribosonda.
2.16.2.3.1. Reactivos.
1. ARNasa A (50u/mg): enzima extraída de páncreas porcino y proporcionada
por Boehringer Mannheim (Leverkusen, Alemania).
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2. Proteinasa K (20u/mg): se trata de una endopeptidasa obtenida del
Tritiriachum album (Boehringer Mannheim).
3. BcoRI (lOu/gl): enzima de restricción servida por Boehringer Mannheim.
4. Hind III (lOu/¡xl): enzima de restricción obtenida de Boebringer Mannheim.
5. Sistema ribosonda Gemini III Care: se empleó para generar las sondas de
ARN (Promega, Madison, WI, USA) e incluía los componentes necesarios para la
reacción de transcripción, como son: ‘[SC (tampón de transcripción), DT’[
(antioxidante), ARNsin (inhibidor de ARNasas), dN’[Ps (nucleótidos no marcados:
dA’[P, dC’[P, dGTP y dU’[P), ARN polimerasas (‘[7 y SP6).
6. ADNasa 1 (lOu/gl): enzima extraída de páncreas porcino, libre de ARNasas
que fue adquirida de Uoehringer Mannheim.
7. 32P-UTP (lOmCi/ml): nucleótido marcado (Nuclear Ibérica, Madrid).
2.16.2.3.2. Obtención del plásmido.
1. Crecimiento de las bacterias
.
Las bacterias se sembraron en un medio constituido por agar y ampicilina, lo
que nos permitió el aislamiento de las cepas de E. coli resistentes a este antibiótico,
ya que son estas las que presentaron el plásmido que incluía el ADNc de los IGFs y
las IGFBPs.
Una vez aisladas las bacterias, se cultivó una colonia en un caldo LU
(triptona, cloruro sódico y extracto de levadura) con ampicilina (SOgg/ml) a 37W
durante 8 horas.
2. Aislamiento del plósmido
Para extraer el ADNc plasmídico se rompió la pared bacteriana mediante la
adición de una pequeña cantidad de lisozima, y la membrana plasmática, con ayuda
de la solución de lisis (hidróxido sódico 2.4mM y SDS 0.12%) y se precipitaron las
proteínas y el ADN cromosómico con acetato potásico 1. SM pH 4.5 y el ADN
plasmidico con isopropanol. Este ADN plasmídico así obtenido se purificó mediante
la adición de ARNasa A (lOmg/ml) y proteinasa K (250gg/ml) que elimininaron el
ARN y las proteínas, respectivamente. Tras la adición de PMSF, se añadió fenol a
la mezcla y se reprecipitó el ADN plasmídico con acetato sódico 0. I5mM y un
0.38% de etanol.
El ADN plasmídico se resuspendió en TE pH 8 (Tris base lOmM y EDTA
0.lmM) y se procedió a su valoración.
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3. Valoración del ADN
.
a) Cuantitativa
Al igual que en el caso de la valoración del ARN, la concentración del ADN
se cuantificó por la medida de las absorbancias de la muestra (ADN y agua) frente
a un blanco (TE y agua> a las tres longitudes de onda ya mencionadas: 260, 280 y
3lOnm. ‘[ambién, como en el caso del ARN ya mencionado, se mostró una especial
atención al cociente resultante de la relación 260/280.
b) Cualitativa: Electroforesis
Las muestras de ADN plasmídico se sometieron a una electroforesis en gel de
agarosa para confirmar su integridad.
- Preparación del gel: Se hirvió una proporción de agarosa del 1 ¼en solución
tampón (TAE pH 7.2, Tris base 1.6M, acetato sódico 0.8M, EDTA 4OmM) y cuando
la mezcla estuvo transparente, se dejó enfriar unos minutos y se virtió en el soporte.
- Preparación de las muestras. Se tomó una pequeña cantidad de muestra (1-
1.5~¿l), se diluyó en el tampón de electroforesis (1:5) y se le adicionó un 10% de
colorante (azul de bromofenol).
En todos los geles se incluyó además un standard (Lambda DNA-Hind III) que
nos ayudó a conocer la concentración de cada banda por su intensidad y su peso
molecular. Este standard fue tratado de la misma manera que las muestras.
- Condiciones de la electroforesis: Para la electroforesis se empleó el sistema
Mini-Subcell Electrophoresis Celí de BioRad (Richmond, CA) y se utilizó como
tampón de electrodo TAE con bromuro de etidio al 0.075%. La electroforesis se
realizó con corriente continua a 70 y durante una hora.
2.16.2.3.3. Linearización del plásmido.
Una vez comprobada la integridad del ADNc se procedió a linearizar el
inserto en el que se encuentra el vector que expresa los IGFs y las IGFUPs. Esto se
consiguió incubando una cantidad de ADNc plasmidico (2OO~g-1mg) con la enzima
de restricción y su tampón específicos para cada inserto (Tabla 2):
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Tabla 2.- Enzimas de restricción.
ADNe INSERTO ENZIMA DE RESTRICCION TAMPON
IGF-I pGEM-3 Hind III B
TOP-II pGEM-3 Hind III B
IOFBP-1 pGEM-3 Hiod III B
IGFBP-2 pOEM-4Z Hiud III B
IGFBP-3 pOEM-4Z EcoRí H
La incubación con la enzima se realizó a 37W durante 8 horas y en las
proporciones: 83 agua: 6 ADN: 10 buffer RE: 1 RE. A continuación, y una vez
terminada la digestión se procedió a purificar el plásmido mediante repetidas
extracciones con fenol y por último, por precipitación con 0.83% de etanol puro y
acetato sódico 0. l2mM.
El ADNc plasmídico se resuspendió en TE y se valoró para comprobar su
correcta linearización. En este caso, el gel mostró una única banda correspondiente
al ADN línearizado y e! standard Lambda DNA-fUnd III (49O~g/ml, Promega) nos
permitió comprobar que su peso molecular correspondía efectivamente a dicho
inserto.
2.16.2.3.4. Marcaje de la ribosonda.
Esta etapa incluye dos partes: reacción de transcripción (síntesis de la sonda
de ARN) y reacción de la ADNasa (destrucción del ADNc plasmídico).
1. Reacción de transcripción
.
Las ribosondas se construyeron según las técnicas descritas por Lowe y col.
(1987). Se generaron las sondas marcadas por la incubación del plásmido linearizado
(200-400ng/pl) con 32P-UTP (a) y con los demás nucleótidos fríos (dA’[P, dGTP y
dCTP) en presencia de la ARN polimerasa adecuada (Tabla 3) y de esta manera, se
construyeron ribosondas antisentido (complementarias con el ADN).
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Tabla 3.- ARN polimerasas.
RIBOSONDA ARN POLIMERASA TAMAÑO FRAGMENTO PROTEGIDO
IGF-I T7 IGF-Th 224bp y Ib 386bp
¡GE-II T7 500bp
IGFBP-I SP6 300 y lOObp
IGEBP-2 SP6 550bp
IGFBP-3 T7 343bp
2. Reacción de la ARNasa
.
Se procedió a la eliminación del ADN mediante la digestión con la ADNasa
1 y a continuación, a la purificación del ARN por medio de extracciones con fenol
y una primera precipitación con acetato sódico 0.O6mM y 70% de etanol. Después
se volvió a precipitar con acetato sódico 0.O4mM y un 98% de etanol y se procedió
al contaje de una pequeña alícuota (igl) en un contador de centelleo (1209 Rackbeta
LKU Wallac).
2.16.2.3.5. Hibridación en solución.
2.16.2.3.5.1. Reactivos.
1. ARNasa T1 (l0O.OOOu/ml): enzima obtenida de Aspergillus oryzoe y
proporcionada por Uoehringer Mannheim.
2. ARNt: se obtiene a partir de la levadura de la cerveza y ayuda a precipitar
el ARNm (Uoehringer Mannheirn).
2.16.2.3.5.2. Hibridación de la ribosonda.
El ARN total hepático (2Opg) obtenido de los diferentes grupos experimentales
fue hibridado con 500.OOOcpm de la ribosonda marcada durante 18 horas a 45W en
una solución que contenía formamida al 75%, Tris SOmM, EDTA 4mM, cloruro
sódico 1.6M y SDS al 0.4%.
2.16.2.3.5.3. Digestión de la ARNasa.
La digestión de los fragmentos de ARN no hibridados se realizó con 4Opg/ml
de ARNasa A y 2kg/ml de ARNasa ‘[~ (Lowe, 1987; Hernández, 1990) durante una
hora a 37”C. A continuación, se purificaron los fragmentos protegidos, previa
eliminación de las ARNasas con ayuda de proteinasa K (0.2pg/ml), mediante la
extracción con fenol y cloroformo seguida de una precipitación con etanol.
Finalmente, los híbridos fueron sometidos a la electroforesis.
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2.16.2.3.5.4. Electroforesis.
Los híbridos protegidos (ARN-ARN) se sometieron a electroforesis en gel
desnaturalizante y se empleó el sistema Sequi-gen II Sequencing Celí de BioRad.
1. Preparación del gel
.
La polimerización del gel se produjo en el aparato, y se llevó a cabo por la
adición a una solución formada por poliacrilamida 8%, urea 8M y ‘[BE 5% (Tris
base 1M y ED’[A disódico 2OmM), un 0.037% de TEMED y APS 0.l3mM. El
espesor del gel fue de 0.2 mm.
2. Preparación de las muestras
Las muestras fueron tratadas con un tampón que contenía un colorante de
electroforesis constituido por xileno cianol al 1% y azul de bromofenol al 1 %. A
continuación, se calentaron 3 minutos a 95W y se enfriaron en hielo.
En todos los geles se incluyeron, además ele las muestras, carriles para la
ribosonda no tratada con ARNasas (control negativo) y para la ribosonda digerida con
ARNasas (control positivo).
3. Condiciones de la electroforesis
Se efectuó en tampón de electrodo TBE (Tris base 1M, ácido bórico 1M,
ED’[A disódico 2OmM) a 40 W hasta que el frente de tinción del colorante alcanzó
la parte inferior del gel.
2.16.2.3.5.5. Cuantificación densitométrica.
La autorradiografía se realizó a -800C poniendo en contacto el gel con una
película. Las bandas, que representan los fragmentos protegidos, se cuantificaron por
densitometría (Molecular Dynamics).
Destacamos y agradecemos de nuevo la colaboración del Dr. Luis Goya
Suárez, compañero de nuestro grupo de investigación, por su ayuda en la puesta a
punto del análisis de protección de la RNasa.
2.17. OTRAS DETERMINACIONES ANALíTICAS.
2.17.1. Análisis de la glucemia.
2.17.1.1. Glucosa en sangre.
La determinación se realizó en un analizador Reflolux II M (Boebringer
Mannbeim); se trata de un aparato portátil frecuentemente utilizado por las personas
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diabéticas para el autocontrol de su glucemia. Es un fotómetro de refexión cuyo
funcionamiento se basa en la coloración de una tira de plástico en cuyo extremo hay
una zona impregnada de reactivo. Dicha zona se divide en dos mitades que se
colorean con distinta intensidad y son leídas por un sistema de doble haz, lo que
permite un amplio intervalo de medición (10-SOOmg/lOOml). El tiempo total
empleado en la determinación fue de 2 minutos.
2.17.1.2. Glucosa en sangre desproteinizada.
La desproteinización de la sangre (30¡íl) se efectuó con una mezcla a partes
iguales (150M1) de sulfato de cinc e hidróxido de bario (mezcla de Somogyi). A
continuación, se centrifugó durante 5 minutos a 13.OOOrpm y se analizó la glucosa
por el método de la glucosa oxidasa (GOD) en sOgl del sobrenadante.
Este análisis se basa en que la glucosa-oxidasa cataliza la oxidación de la
glucosa a gluconato, reacción que se acopla a una oxidación de un cromógeno que
genera un compuesto coloreado por la acción de la peroxidasa (POD):
GOD
a) Glucosa + 02 + 1120 > Gluconato + 11202
POD
b) 11202 + Cromógeno > Compuesto coloreado + 1120
La medida de la absorbancia a 420nm (máximo del compuesto coloreado) de
las muestras se comparó con la ofrecida por una solución patrón de glucosa de
9. lmg/ml (Uoehringer Mannheim), lo que permitió el cálculo de la concentración
sanguínea de glucosa según la expresión:
AproblGma x 100= mg glucosa/loo ml sangre
Apatr6n
2.17.2. Determinación de las proteínas.
Las proteínas de los diferentes extractos crudos de membrana se determinaron
por el método de Uradford (1976), utilizando una solución de lmg/ml de ‘y- globulina
como standard (Sigma). Se trata de un ensayo colorimétrico basado en el cambio de
absorbancia que experimenta una solución ácida de Coomassie Urillant Ulue G-250
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(465nm) cuando se pone en contacto con proteínas (595nm).
Se preparó una curva patrón a partir de la solución standard que abarcó desde
O-4Omg/ml. A continuación, a los tubos de la curva patrón y a los problemas se les
añadió imí de reactivo de coloración (BioRad Potein Assay) previamente diluido
(1:5) y filtrado. Por último, tras 5 minutos de incubación en la oscuridad, se procedió
a la lectura de los tubos en el espectrofotómetro a 595nm.
La concentración proteica de los extractos de membrana se conoció por la
interpolación de los valores de sus absorbancias sobre la recta de la curva patrón.
2.18. CÁLCULOS ESTADISTICOS.
Los resultados se expresan como media + desviación standard (D.S.).
- > (~1 3~)2 n.s
.
n-1
El número de datos de cada población (u) se detalla en cada experimento
concreto.
En todos los casos, de manera previa al análisis estadístico pertinente, se
aplicó el test de la X
2 para rechazar aquellos datos que se hallaban sensiblemente
alejados de la media y que no se incluían dentro del intervalo
x2z(1 x)~
donde X2 se determinó en las tablas correspondientes en función del número de datos
que quedaban fuera del intervalo definido.
2.18.1. Análisis de la varianza.
El grado de significación estadística de la diferencia entre las medias de dos
poblaciones se determinó mediante el análisis de la varianza (ANOVA> de una vía
(muestras independientes) o de dos vías (muestras apareadas). Este análisis consiste
en comparar las varianzas S~2 (variabilidad de los datos dentro de cada muestra
debida sólo al azar) y ~E2 (variabilidad entre las muestras debida al azar y, si las
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medias son distintas, a que las muestras proceden de poblaciones distintas) por el
procedimiento de la F de Snedecor (Snedecor, 1956). Cuando el ANOVA es
significativo o se busca qué media son iguales y cuáles distintas, se compara la
cantidad experimental
texp= ‘3
21 1$1, (— + —)
n. n
1 .1
con una ta(f;k) con f= número de datos totales - número de grupos y k= número
de comparaciones a analizar. Esta cantidad tcx se determina en las tablas
correspondientes según el test a aplicar, que depende a su vez del objetivo y la
planificación del experimento. Una diferencia se consideró significativa a partir de
p<O.05.
2.18.2. Regresión lineal y correlacion.
El análisis de regresión lineal se llevó a cabo por el método de los mínimos
cuadrados. Para verificar si la correlación obtenida era significativa se comparó el
valor experimental (texp) con una kv de n-2 grados de libertad:
texp= (n-2>r21 -r2
donde r es el coeficiente de correlación y n el número de parejas de datos.
Se consideró que había significación a partir de p <0.05.
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3. RESULTADOS.
3.1. ‘[IROIDECTOMIA (‘[)Y TRATAMIENTO CON METIMAZOL (MMI) EN
PERIODO NEONATAL.
3.1.1. Evolución del peso corporal.
Se estudia el peso corporal de los animales neonatales hipotiroideos de 10, 15
y 20 días de vida, tanto de los tiroidectomizados quirúrgicamente (5, 10 y 15 días
después de la operación) como de los tratados con MMI.
La Tabla 4 muestra el esperado incremento del peso de los animales en
relación a su edad, tanto en la población control como en las hipotiroideas
(tiroidectomizada y tratada con MMI), aunque siempre el peso corporal estuvo
disminuido respecto a las ratas control en ambas poblaciones hipotiroideas. No
obstante, cabe destacar que esta disminución en el peso de los animales hipotiroideos
fue más acusada en el caso de la población tiroidectomizada (a los 10 días de vida fue
de un 9.28% y, a los 20 días de vida, de un 40.19%) que en la tratada con MMI (a
los 10 días de vida fue de un 0.47% y, a los 20 días de vida, de un 17.45%) respecto
a los controles, sin embargo, en ambos casos, a los 10 días de vida, la diferencia
encontrada respecto a la población control estaba ya disminuida.
3.1.2. Niveles séricos de ‘[~ y ‘[4 y plasmáticos e hipotisarios de GH.
De un modo análogo a lo que sucedía con el peso corporal, las hormonas
tiroideas circulantes disminuyeron en ambos grupos de animales neonatales
hipotiroideos respecto al control (Figura 7) y ya, a los 10 días de vida (5 días después
de la operación), se encontró una diferencia entre los niveles de ‘[3 y ‘[4 de las
poblaciones hipotiroideas (tiroidectomizada y tratada con MMI) respecto a la control.
La disminución en las cifras de ‘[3 a esta edad (10 días de vida) fue de un 55.29%
para las ratas tratadas con MMI y de un 70.64% para las tiroidectomizadas respecto
a los animales control, mientras que en el caso de la 14, el descenso en los valores
circulantes fue de un 92.77% y un 91.19% para aquellas ratas a las que se le
administró MMI y operadas, respectivamente, siempre respecto a los valores control
a los 10 días de vida; por consiguiente, los animales tratados con MMI también
mostraron unos niveles de hormonas tiroideas muy disminuidos respecto a los de la
población control, aunque los niveles de descenso de T3 no fueron tan bajos como en
las tiroidectomizadas.
En los animales tiroidectomizados, de forma inesperada, los niveles
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Tabla 4.- Peso corporal, niveles circulantes de glucosa, GH y contenido hipofisario de GH de ratas
neonatales tiroidectomizadas (T), controles y tratadas con MMI (MMI) sacrificadas a los 10, 15 y 20 días
de vida (5, 10 y 15 días después de la tiroidectomía) (ddT). Media de 8-10 animales ±DS.
OlAS DESPUES 1 (ddT)
Días de vida
Peso corporal (g)
T
Controles
MMI
15.35 + 1.02’
16.92 ±0.47
16.84 ±035’b
2311 ±1.23’
30.29 + 0.29
28.09 + 0.27a.b
24.85 ±0.83~
41.55 ±0.71
34.30 + 0.95’’
GH plasmática (ng/mi)
1
Controles
MMI
226.93 ±38.02’
110.34 + 13.21
26.30 ±1,79’,b
81.78 + 16.01
71.76 + 220
4.81 + 0.26&b
7.70 ±0.52’
211 ±0.15
2.57 ±07¡b
GH hípofisaria (pg/mg)
1
Controles
MMI
3.69 + 0.01’
2.57 + 0.09
1.39 + 0•01a.b
2.97 + 0.02
3.00 + 0.06
2.79 + 0.08’
11.55 ±0.15’
11.13 ±0.35
¡0.32 ±008’,b
Glucemia (mg/ [OCmI)
1
Controles
MMI
103.79±2,96’
124,31 + 1.17
122,61 + 1.2V’
11341 + 1.08’
12491 + 3.09
118.54 + 257b
105.92±4.85’
131.62± 1,69
127.29 ±4.39
5 ddT (10) 10 ddl (15) 15 ddT (20)
< 0.05 respecto a las ratas C
bp < 0.05 respecto a las ratas 1
lOddT
15
l5ddT
20 Ox.
mC
~ MMI
l5ddT
20 Dv.
Fig 7 Niveles de T3 <A) y T4 (E) en suero de ratas neonatales tiroidectomizadas (T),
controles (C) y tratadas con MMI (MMI) de 10, 15 y 20 días de vida (5, 10 y ¡5
días después de la tíroidectomía) determinados por MA. Media + DS cte 8-JO
animales. * Significación estadística respecto a los valores de la población control.
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circulantes e hipofisarios de GH aumentaron a los 5 y 15 días después de la operación
(10 y 20 días de vida) respecto a los valores control (Tabla 4); sin embargo, a los 15
días de vida (10 días después de la tiroidectomía) no se encontraron diferencias
significativas entre ambos grupos de animales, aunque se mantuvieron altos,
probablemente por falta de población. Por el contrario, las ratas tratadas con MMI
presentaron unos niveles de Gil plasmática inferiores a los de los animales control
(‘[abla 4) en un 76.16% y un 93 .30% a los 10 y 15 días de vida respectivamente,
aunque a los 20 días de vida, ambas poblaciones presentaron una concentración de
esta hormona circulante similar. Del mismo modo, a nivel hipofisario, estos neonatos
tratados con MMI presentaron contenidos en Gil inferiores a los de la población
control.
En las tres etapas estudiadas, la población control mostró un incremento
progresivo asociado a la edad en los niveles de T3 y el contenido de GR en pituitaria,
mientras que las cifras de Gil plasmática disminuyeron. Por otra parte, en los
animales hipotiroideos (tiroidectomizados y tratados con MMI) se observó una
alteración de la pauta seguida durante el desarrollo por estas hormonas.
3.1.3. Glucemia e insulinemia.
Los valores de glucemia de los animales tratados con MMI fueron similares
a los control, pero las cifras de glucosa en sangre de las ratas operadas disminuyeron
respecto a las de la población control, por lo que la glucemia de las ratas
tiroidectomizadas también fue inferior a la de aquellos animales a los que se les
administró el fármaco bociógeno (Tabla 4).
La insulina plasmática de la población hipotiroidea tratada con MMI
disminuyó respecto a los animales control en una proporción que osciló desde un
28.92% a los 10 días de vida hasta un 37.55% a los 20 días de vida (Figura 8). Sin
embargo, la insulinemia aumentó en los animales operados respecto a los controles
(27.48% a los 10 días de vida, y 42.59% a los 20 días de vida), lo que podría
explicar el hecho de que los animales operados presentaran niveles de glucosa
sanguínea inferiores a los de los animales control.
3.1.4. Factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs): niveles
séricos y expresión del ARNn’ hepático.
3.1.4.1. Niveles séricos.
Los niveles de IGF-I en suero de rata control experimentaron un incremento
progresivo entre los 10 y 20 días de vida, pasando de 178.05 a 255.SOng/ml (Figura
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8). De manera análoga a lo ya descrito para la insulina, los animales
tiroidectomizados presentaron niveles de IGF-I en suero significativamente superiores
a los de sus controles en todas las edades analizadas. En las ratas tiroidectomizadas,
los niveles del péptido fueron un 71.60% (10 días de vida), un 128.49% (15 días de
edad) y un 64.40% (20 días de vida) superiores a los de sus controles.
Los niveles séricos de IGF-I de los animales tratados con MMI, por el
contrario, disminuyeron respecto a los de los controles, de manera similar a lo que
ocurrió con la insulinemia. Este descenso del IGF-I circulante se cifró en un 54.75%
a los 10 días de vida y alcanzó hasta un 65.12% a los 20 días de vida.
En cualquier caso, el hipotiroidismo causó, al igual que en el caso de la
insulina, un transtorno en el patrón de cambios de los niveles de IGF-I asociado a la
edad.
En la Figura 8 se representan las concentraciones de IGF-II existentes en el
suero de las poblaciones de ratas neonatales hipotiroideas (tiroidectomizadas y
tratadas con MMI) y controles. En los animales control, se aprecia un descenso
progresivo en los niveles de este péptido conforme aumenta la edad (359.92ng/ml a
45. 9Ong/ml).
En las ratas tiroidectomizadas, a los 10 y 15 días de vida (5 y 10 días después
de la operación), se encontró un descenso en los valores circulantes respecto a la
población control (88.34 y 44.93%, respectivamente), mientras que a los 20 días de
edad (15 días después de la tiroidectomía), la concentración sérica del péptido se
incrementó enormemente (278.04%) respecto a las ratas control. Por otro lado, los
animales neonatales que fueron tratados con MMI presentaron unos niveles de IGF-II
superiores a los controles desde los 20 días de edad.
3.1.4.2. Expresión del ARNm hepático.
La expresión hepática de IGF-I mostró un perfil similar al ya visto en suero.
Así, se observó un aumento en el ARNm hepático de los neonatos tiroidectomizados
y un descenso en el de los tratados con MMI; dicha disminución en la expresión se
inició a los 15 días de vida, mientras que el aumento se apreció ya a los 10 días de
vida (5 días después de la tiroidectomía) (Figura 9).
Al igual que se había mostrado a nivel circulante, la expresión del IGE-Il en
hígado disminuyó al aumentar la edad del animal control (Figura 9), sin embargo, las
ratas hipotiroideas (tiroidectomizadas y tratadas con MMI) mostraron un perfil
diferente que se modificó dependiendo del tipo de hipotiroidismo conseguido. Así,
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en las poblaciones de animales tratados con MMI, los niveles de ARNm del péptido
se vieron paulatinamente aumentados desde los 15 días de vida respecto a la
población control y, por el contrario, en el caso de las ratas operadas
quirúrgicamente, el hipotiroidismo cursó con niveles de expresión de IGF-II
disminuidos (10 y 15 días de vida) aunque, finalmente, aumentaron (20 días de vida).
De nuevo, se encontró un paralelismo entre los niveles circulantes y los de
ARNm de los péptidos, lo que sugiere la existencia de una regulación a nivel
transcripcional en la secreción de los IGFs debido a la falta de hormonas tiroideas.
3.1.5. Estudio de regresión lineal y correlación.
Se efectuó el análisis de regresión y correlación de diversos parámetros de las
ratas en periodo neonatal (Figura 10). Para los cálculos se reunieron en cada análisis
los datos de las tres edades estudiadas.
Se encontró una fuerte correlación positiva entre Jos niveles séricos de IGF-1
y los plasmáticos de insulina tanto en los animales hipotiroideos (r= 0.83, p < 0.05
para las ratas tiroidectomizadas y r~ 0.89, p < 0.05 para las tratadas con MMI)
como en los controles (r= 0.96, p < 0.05). Sin embargo, cuando se representaron
los niveles circulantes de IGF-I frente a los de Gil, estas poblaciones mostraron una
correlación negativa (r= -0.58) o baja (r= 0.46 y 0.75) para los animales
tiroidectomizados, tratados con el bociógeno y control, respectivamente.
3.1.6. Proteínas ligadoras de IGFs (IGFBPs): niveles séricos y expresión
del ARNm hepático.
3.1.6.1. Niveles séricos.
3.1.6.1.1. Western ligand blot.
En todos los estadios analizados se observó un patrón claro constituido por
tres grupos de bandas de un peso molecular estimado en 45kDa, 3OkDa y 24kDa, y
que se designan como IGFBP-3, IGFBP-1 y 2 e IGFBP-4, respectivamente (Figura
11).
En las ratas control, la banda de 30kDa disminuyó conforme lo hacia la edad
del animal, mientras que la banda de 45kDa experimentó un aumento de intensidad
paralelo al de la edad, lo cual no se aprecia con claridad en la Figura 11 debido al
cambio de escalas.
Los valores séricos de las proteínas de bajo peso molecular (IGFBP-1 y 2)
aumentaron por la falta de hormonas tiroideas desde los 10 días de vida, sin
embargo, dicho incremento fue más marcado en los animales tratados con el fármaco
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bociógeno, lo que puso de manifiesto una diferencia entre estas poblaciones de ratas
en cuanto a las cifras séricas del complejo de 3OkDa.
Los niveles de IGFBP-3 de las ratas hípotiroideas experimentaron un descenso
también desde los 10 días de edad, pero fue más acusado en el caso de los animales
neonatales tiroidectomizados que en el de los tratados con metimazol, siempre
respecto a las ratas control; de nuevo, encontramos una alteración en el patrón de
cambio de los niveles de las IGFBPs en los animales hipotiroideos.
3.1.6.1.2. Western inmunoblot.
El análisis mediante “Western ligand blot” mostró un aumento en las proteínas
de bajo peso molecular del suero (IGFBP-1 y 2), y para averiguar si dicho
incremento se debía a ambas proteínas por igual o al predominio de una de ellas
sobre la otra, se recurrió a otro tipo de análisis que nos permitiera conocer la
intensidad de la banda debida a cada proteína por separado; se trataron así las
membranas con anticuerpos anti-IGFBP-1 y anti-IGFBP-2 específicos para rata.
El tratamiento de las membranas con anti-IGFBP- 1 nos reveló un aumento
significativo en los niveles séricos de esta proteína de bajo peso molecular en aquellos
animales que fueron tiroidectomizados a 10, 15 y 20 días de vida respecto a las ratas
control (Figura 12). Por el contrario, las poblaciones de ratas hipotiroideas a las que
se les administró el fármaco bociógeno mostraron un descenso en los valores
circulantes de este péptido respecto a la población control en todos los estadios
analizados (10, 15 y 20 días de edad).
Los niveles circulantes de IGFBP-2 se encontraron aumentados por la falta de
hormonas tiroideas (animales tratados con MMI y tiroidectomizados) a partir de los
10 y 15 días de edad, respectivamente (Figura 12); no obstante, el incremento
observado fue mucho más acusado en el caso de las ratas tratadas con el fármaco
antitiroideo respecto al mostrado por aquellos animales que fueron operados en todas
las edades estudiadas (10, 15 y 20 días de vida).
3.1.6.2. Expresión del ARNm hepático.
Los niveles de ARNm hepático de la proteína de bajo peso molecular IGFBP-
1 se encontraron aumentados en las ratas tiroidectomizadas respecto a las controles
en los tres estadios analizados (Figura 13), mientras que dismunían en los animales
hipotiroideos tratados con MMI también desde los 10 días de vida, mostrando un
paralelismo con los valores circulantes de IGFBP-l por inmunoblot (Figura 12).
La expresión de IGFBP-2 aumentó tanto en los animales neonatales tratados
los
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con MMI como en los tiroidectomizados respecto a los controles (Figura 13); en la
población de ratas operadas quirúrgicamente, el aumento en los niveles de ARNm de
IGFBP-2 se produjo a los 10 días de vida (5 días después de la tiroidectomía), y
aunque, también se observó a los 10 días de edad, fue más pronunciado en los
tratados con MMI, lo que está igualmente de acuerdo con los valores circulantes
encontrados por inmunoblot (Figura 12).
La IGFBP-3 disminuyó su expresión hepática en ambas poblaciones neonatales
hipotiroideas (tiroidectomizadas y tratadas con MMI) respecto a la control desde los
10 días de vida, aunque esta disminución pareció ser más acusada en el caso de los
animales tiroidectomizados y se observó con mayor claridad a los 15 días después de
la operación (Figura 13).
A la vista de todos estos resultados, se observa la existencia de un paralelismo
entre los niveles circulantes de las IGFBPs y su expresión en hígado, lo que vuelve
a sugerir una posible regulación de estas proteínas a nivel transcripcional por parte
de las hormonas tiroideas.
3.2. TRATAMIENTO CON ESTREPTOZOTOCINA (STZ) DE RATAS
NEONATALES TIROIDECTOMIZADAS.
Para profundizar en el papel de la insulina sobre la secreción de los IGFs en
situaciones de hipotiroidismo neonatal, se realizó el siguiente experimento. Las ratas
neonatales tiroidectomizadas, que presentaban altos niveles de insulina, fueron
tratadas con STZ a los 15 días de edad (10 días de vida) para bloquear la liberación
de esta hormona después de la tiroidectomía.
3.2.1. Evolución del peso corporal.
Las ratas neonatales operadas tratadas con STZ mantuvieronel peso de cuerpo
por debajo de los valores de los animales control, si bien presentaron un ligero
aumento respecto a los tiroidectomizados (Tabla 5).
3.2.2. Niveles séricos de T3 y T4 y plasmáticos e hipofisarios de GH.
Los neonatos tiroidectomizados tratados con STZ el día 15 de edad
presentaron unos niveles circulantes de hormonas tiroideas inferiores a los de sus
controles en un 86.00% para la ‘[3 y en un 94.95% para la ‘[4 (Tabla 5); de esta
manera, la concentración sérica de las hormonas tiroideas de estos animales resultó
ser también inferior a la de los controles como en las ratas neonatales
tiroidectomizadas no sometidas al tratamiento.
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El bloqueo de la secreción de insulina provocó un descenso en los valores
plasmáticos de Gil superior al 65% respecto a la población de animales
tiroidectomizados, lo que igualó la concentración de Gil circulante de estas ratas
sometidas al tratamiento a los niveles de los animales control. Por otra parte, en estos
animales inyectados con STZ, también disminuyó, incluso por debajo de los valores
control (19.57%), el contenido hipofisario de esta hormona, con lo que este
parámetro fue muy inferior en estas ratas respecto a los animales neonatales
tiroidectomizados no sometidos al tratamiento (Tablas 4 y 5), mostrando un
paralelismo entre el descenso de la insulinemia y dichos parámetros como sucedía en
los animales diabéticos.
3.2.3. Glucemia e insulinemia.
La administración de STZ causó, como era de esperar, un gran aumento en
los niveles circulantes de glucosa de los animales sometidos al tratamiento (Tabla 5),
y, de manera paralela, un descenso en su insulinemia del 70.44% respecto a los
valores control (Figura 14) debido al bloqueo de la secreción de insulina por la
droga.
3.2.4. IGFs: niveles séricos y expresión del ARNm hepático.
3.2.4.1. Niveles séricos.
Los niveles de IGF-I, como sucedió con las ratas neonatales tiroidectomizadas
sin STZ, mostraron un perfil similar al ofrecido por la insulina, esto es, los valores
circulantes del péptido de las ratas tratadas con STZ disminuyeron en un 76.32%
respecto a la población tiroidectomizada y mostraron unos niveles similares a los de
los animales control (Figura 14).
La concentración de IGE-Il en suero aumentó después de la administración de
STZ respecto a la población control (Figura 14), e incluso, estos valores superaron
a los alcanzados por los animales tiroidectomizados, cuyos niveles aparecían ya muy
incrementados respecto a las ratas control.
3.2.4.2. Expresión del ARNm hepático.
La expresión del ARNm hepático de los tránseritos de IGF-I (Figura 14), que
estaba aumentada en los neonatos tiroidectomizados, disminuyó, de forma paralela
a lo que ocurría en el suero, respecto a esta población y a la control tras someter a
los animales al tratamiento con STZ. Sin embargo, en estas ratas neonatales, después
de la administración de STZ, los niveles de ARNm de IGF-II aumentaron aún más
que en las tiroidectomizadas respecto a la población control (Figura 14), igual que
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Fig 14 A) Niveles circulantes de JGF-J, insulina e IGF-¡Ide ratas neonatales uiroidecromizadas rn. controles
(C) y tiroidecromizadas tratadas con 522 (1 + 572) de 20 días (15 días después de la operación).
Media ±DS de 8-10 animales.
B) Expresión hepática del ARNm y cuan¡~ficación densizométrica del IGF-I y II en ratas
tiroidectomizadas (7’), controles (C) y ¡iroidecromizadas tratadas con STZ (T + 572) de 20 días. El
análisis se efectuó mediante el ensayo de protección de ribonucleasas. Media + DS de 4 análisis
distintos.
* Significación estadística respecto a los animales control. ~ Significación estadística respecto a
la población operada.
INSULINA
ng/ml
200
50 H
100
50 -
o
u-
IGF—II
ph.
*
*
~1~~~
l5ddT
20 Dv,
c T+STZ
B
EXPRESION DEL ARNm HEPÁTICO (IGFs)
Sonda
*
~1~
a
IGF-II
1400
700-
oc T~STZ
*
Sond
T O T+STZ
*
iGF-I
ng/rol PU,rnlza
A
350
300
250
200
150
100
50
o
20 0w
lSddT
20 0w
IGF-I
*j
CC
~-) :.-
-D
-o
~1”
600
400
200
0~
T
l5dT (2aDv) l5dT (200v)
Resultados
sucedía a nivel circulante.
3.2.5. Estudio de regresión lineal y correlación.
La Figura 15 resume los resultados del análisis de regresión de algunos de los
parámetros estudiados en este experimento con STZ que se acaba de describir. Para
el análisis se recogieron los datos obtenidos para las tres poblaciones.
La correlación entre IGF-I e insulinemia fue alta y positiva (r= 0.97, p <
0.05), mientras que el IGF-I se correlacionó de forma negativa con los niveles de Gil
en plasma (r= -0.83).
3.2.6. IGFBPs: niveles séricos y expresión del ARNni hepático.
3.2.6.1. Niveles séricos.
3.2.6.1.1. Western ligand blot.
El hipotiroidismo provocó, como ya se ha mencionado con anterioridad, un
aumento de las proteínas transportadoras circulantes de bajo peso molecular (IGFBP-I
y 2) respecto a la población control, y dicho incremento no fue corregido tras el
tratamiento de las ratas tiroidectomizadas con STZ (Figura 16).
Los niveles séricos de IGFBP-3, que disminuyeron en aquellos animales que
fueron operados, aumentaron significativamente después de la administración de STZ
e incluso, alcanzaron unos valores similares a los de la población control, como había
ocurrido con los niveles de GH (Figura 16).
3.2.6.1.2. Western inniunoblot.
El análisis efectuado con el anticuerpo específico de rata anti-IGFBP-1 nos
mostró que los niveles de esta proteína transportadora se incrementaban, respecto a
los de las ratas control, tanto en animales que fueron tiroidectomizados como en los
que fueron sometidos al tratamiento (Figura 16).
La IGFBP-2 presentó un perfil análogo al ofrecido por IGFBP-1, esto es, sus
niveles séricos aumentaron en las ratas operadas y en las que se les administró STZ
cuando se compararon con los mostrados por los animales control, y la SIZ no los
varió (Figura 16).
3.2.6.2. Expresión del ARNrn hepático.
La Figura 17 muestra la expresión hepática de IGFHP-1, 2 y 3 en los animales
neonatales antes y después de ser tratados con STZ. En estas condiciones, se observó
un mantenimento en los niveles del ARNm de IGFBP-1 en los animales a los que se
les administró STZ respecto a los tiroidectomizados, lo que parece motivado por el
bloqueo de la secreción de insulina en estas ratas, dado que esta proteína ligadora
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Fig 15 Análisis de correlación lineal y coeficiente de correlación de los niveles circulantes
de IGF-l e insulina y Gil en ratas neonatales de 20 días de edad tiro idectonzizadas
(1,>, controles (C) y operadas tratadas con STZ (7’ + Si?). Se muestran las
c4ferencias estadísticas.
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muestra una dependencia, ya descrita, de esta hormona: un descenso en la insulina
provoca una subida de los niveles de IGFBP- 1.
Por otro lado, la expresión de IGFBP-2, que estaba aumentada en los neonatos
tiroidectomizados, se vió disminuida en estas ratas neonatales por el tratamiento con
STZ incluso hasta unos valores inferiores a los control (Figura 17).
La expresión del ARNm de IGFBP-3 sufrió un aumento significativo tras el
tratamiento de las ratas operadas con STZ respecto a la población tiroidectomizada,
aunque este no fue tan grande como para equipararlos a los de los animales control
(Figura 17).
El perfil de los tránscritos de las IGFBPs es similar al observado a nivel
circulante: IGFBP-1 disminuyó e IGFBP-3 aumentó; sin embargo, IGFBP-2 ofreció
un comportamiento diferente en el caso de los animales tiroidectomizados y
posteriormente tratados con STZ, y así, se encontró un aumento en los niveles
séricos, mientras que su expresión hepática disminuía.
3.2.7. Resumen de los resultados del estudio de la tiroidectomía y la
administración de MMI en ratas neonatales y de las ratas neonatales
tiroidectomizadas tratadas con STZ.
Los neonatos tiroidectomizados presentaron unos altos niveles circulantes de
insulina y Gil plasmática e hipofisaria, así como unos valores séricos y de expresión
hepática de IGF-I aumentados respecto a las ratas control. Por otro lado, las cifras
circulantes de IGF-II y los niveles de su ARNm en hígado aparecieron disminuidos
en estos animales tiroidectomizados, excepto a 20 días en que estos valores
aumentaron respecto a los animales control. Por el contrario, los neonatos tratados
con MMI presentaron una baja insulinemia junto con unos valores plasmáticos e
hipofisarios de GH, y unos niveles séricos y de ARNm hepático de IGF-I
disminuidos, mientras que los valores de IGF-II aumentaron respecto a las ratas
control. En ambas poblaciones hipotiroideas (tiroidectomizada y tratada con MMI),
se encontró una correlación positiva por análisis de correlación lineal entre los niveles
circulantes de IGF-I e insulina.
Los valores séricos de IGFBP-3 disminuyeron en las dos poblaciones
hipotiroideas, al igual que la expresión de su ARNm hepático; por el contrario, en
los neonatos tiroidectomizados, las IGFBPs de bajo peso molecular aumentaron sus
niveles en suero y de expresión en hígado, mientras que aquellas ratas que sólo
fueron tratadas con MMI mostraron un aumento en los valores circulantes y de
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expresión de los tránscritos hepáticos de la IGFBP-2, aunque la IGFBP-1 disminuía
a ambos niveles. Parece que el aumento en los animales tiroidectomizados en el
complejo de 3OkDa fue debido a IGFBP-1 y 2, mientras que en el caso de los
animales hipotiroideos por tratamiento con MMI, pareció deberse al aumento sólo de
IGFBP-2.
Los animales tiroidectomizados y tratados con STZ presentaron valores bajos
de insulinemia, Gil plasmática e hipofisaria e IGF-I circulante, así como de su
ARNm hepático (Cuadro 1). El IGF-II circulante y su ARNm aumentan al igual que
la glucemia; aumentan IGFBP-1 y 2, tanto circulante como ARNm hepático y la
IGFBP-3 circulante no varia y disminuye su ARNm hepático (Cuadro 1). Todos los
valores se compararon con los animales controles eutiroideos.
El resumen de estos resultados está refejado en el Cuadro 1.
Se estableció una correlación positiva entre los niveles circulantes de insulina
e IGF-I.
Cuadro 1.- Resumen de los resultados de los estudios de tiroidectomía (T),
administración de MMI (MMI) y tratamiento con STZ (T + SIZ) en ratas neonatales
respecto a la población de animales control.
T MMI T+STZ
GLUCEMIA
INSULINEMIA t 4 ¿
GB CIRCULANTE 1 4
OH HIPOFISARIA 1 ¿ ¿
IGF-I CIRCULANTE 1
ARNm [GP-! t 4 4
IGF-Ií CIRCULANTE 1 1 1
ARNm IGF-I[ 1 1 1
IGFBP-1 CIRCULANTE 1 4
ARNm IGFBP-1 1 4 1
IGFBP-2 CIRCULANTE 1 1
ARNm IGFBP-2 1 1 4
IGPBP-3 CIRCULANTE 4 ¿
ARNm IGFBP-3 4 4 4
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3.3. TIROIDECTOMIA EN PERIODO DE DESTETE Y ADULTO.
En las ratas en periodo de destete y adulto, se llevó a cabo un estudio análogo
al efectuado en la etapa neonatal. Se sacrificaron a los 5, 10 y 15 días después de la
operación (27, 32 y 37 días de vida para los animales destetados y 77, 82 y 87 días
de vida, para los adultos).
3.3.1. Evolución del peso corporal.
En las Tablas 6 y 7 se recogen los resultados del peso corporal de las ratas
destetadas y adultas. Se observó en las dos poblaciones de animales tiroidectomizados
un descenso en los valores de este parámetro, que llegó a ser de un 34.37% para las
ratas destetadas a tos 32 días y de un 14.20% para las adultas a los 87 días, respecto
a los animales control.
Los tres estadios de edades considerados para estos animales tiroidectomizados
y en ambas poblaciones (destetada y adulta) presentaban el peso disminuido respecto
a los controles.
3.3.2. Niveles séricos de T3 y T4 y plasmáticos e hipofisarios de GH.
Las ratas tiroidectomizadas, tanto destetadas como adultas, mostraron unos
niveles circulantes de T3 y ‘[4 disminuidos después de la operación (Figura 18). Esta
disminución fue más acusada a los 15 días después de la tiroideetomía que a los 5
dias, y así, en el caso de los animales destetados, se produjo una caída desde un
86.70% (27 días de vida, 5 días después de la operación) a un 94.89% (37 días de
edad, 15 días después de la tiroidectomía) para ‘[3 y desde un 90.81% a un 93.09%
para ‘[4; para las ratas adultas, dicho descenso osciló entre un 91.49% (5 días después
de la tiroidectomía, 77 días de edad) y un 92.24% (15 días después de la operación,
87 días de vida) para ‘[3, y desde un 85.63% (77 días) a un 92.02% (87 días) para
‘[4.
Los niveles plasmáticos de OH, de manera paralela a lo que sucedía con el
peso corporal y los valores circulantes de T3 y T4, experimentaron un descenso en los
animales tiroidectomizados destetados y adultos (Figura 18 y Tablas 6 y 7). Sin
embargo, esta disminución de OH en sangre se produjo en las ratas destetadas a los
15 días después de la tiroidectomía (37 días), mientras que en las adultas se manifestó
ya a los 5 días después de la operación (77 días de vida).
El descenso de OH en pituitaria a los 5 días después de la tiroidectomía fue
de un 35.00% en las ratas destetadas y de un 53.00% en las adultas, aunque esta
diferencia superó el 65.00% en ambos grupos 15 días después de la operación (Tablas
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Tabla 6.- Peso corporal, niveles circulantes de glucosa, insulina, OH y contenido hipofisario de OH
de ratas destetadas tiroidectomizadas (T) y controles sacrificadas a los 27, 32 y 37 días de vida (5,
10 y 15 días después de la tiroidectomía) (ddT). Media de 8-10 animales + DS.
DíAS DESPUES 1’ (ddT)
Días de vida
Peso corporal (g)
T
Controles
4707 ±1.48’
66.53 + 2.14
63.24 + 4.06’
73.16 ±2.87
77.55 + 2.40’
118.17 + 2.21
OH plasmática (ng/mí)
T
Controles
19.49 ±4.21
2.29 + 0.77
282 + 0.16
4.16 + 0.59
376 + 0.60’
6.65 + 0.91
OH hipofisaria (pg/mg)
T
Controles
8.09 + 0.04’
12.40 ±0.12
18.21 + 0.09
20.60 ±0.03
6.06 + 0.04’
30.57 + 0.03
Glucemia (mg/lOOml)
T
Controles
102.30 ±1.98’
123.17 ±1.00
120.09 + 1.98
124.96 + 5.09
117.30 + 4.90
121.72 + 1.17
Insulinemia (1xU/ml>
‘¡7
Controles
12.79 ±0.33’
45.68 ±1.10
43.47 + 0.37
48.29 ±0.36
41.23 + 0.46
50.48 + 0.56
1 5 ddt (27) lO ddT <32) 15 ddT (37)
‘p < 0.05 respecto a las raías C
Tabla 7.- Peso corporal, niveles circulantes de glucosa, insulina, OH y contenido hipofisario de OH
de ratas adultas tirodectomizadas (17) y controles a los 77, 82 y 87 días de vida (5, 10 y 15 días después
de la tiroidectomía) (ddT) . Media de 8-10 animales + OS.
DíAS DESPUES Y (ddT)
Días de vida
Peso corporal (g)
T
Controles
159.70 ±3.42’
162.83 ±3.23
163.25 + 4.57’
187.48 ±3.73
166.20 ±3.59’
193.72 ±4.92
OH plasmática (ng/mí)
1
Controles
28.80 + 4.71’
51.03 ±10.03
25.42 + 3.52’
71.13 + 16.41
15.56 ±1.52~
98.21 ±7.63
OH hipofisaria (pglmg)
T
Controles
32.96 ±0.19’
69.91 + 0.74
49.81 + 0.14’
52.24 + 004
10.56 ±0.10’
32.47 + 0.16
Glucemia (ng! IGOmí)
T
Controles
110.65 + 1.58
118.64 ±2.86
108.96 + 2.28’
123.86 ±4.57
120.63 + 1.71
123.05 + 1.90
Insulinemia (pAl/mi) 17
Controles
47.35 ±3.34’
64.31 ±5.50
36.95 + 4.43’
63.39 + 4.03
32.42 ±2.6T
66.95 ±2.41
5 ddT (77) 10 ddT (82) 15 ddT (87)
‘p< 0.05 respecto a las ratas C
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Fig 18 Niveles circulantes de T3 (A) y 7% (13) en ratas destetadas y adultas tiroidectomizadas
rn y controles (Q derenn ¡nados por RÍA. Los animales se sacrificaron a los 5, 10
y 15 días después de la tiroidectomía, que corresponden a 27, 32 y 37 días de vida
en el caso de la población destetada, y a 77, 82 y 87 días en el de la adulta. Media
+ DS de 8-10 animales. * Sign¿ficación estadística respecto a las ratas control.
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6 y 7).
3.3.3. Glucemia e insulineinia.
Los niveles de insulina disminuyeron en los animales destetados a los 5 días
después de la tiroidectomía, pero no a los 10 ni a los 15 días después de la
operación; las ratas adultas hipotiroideas, sin embargo, presentaron valores
plasmáticos de esta hormona inferiores a los de sus respectivos controles desde los
5 días después de la operación (Tablas 6 y 7).
La glucemia descendió respecto a las ratas control, en los animales destetados
a los 5 días después de la operación y en los adultos a los 10 días, mientras que en
los otros estadios analizados, los niveles circulantes de glucosa mostraron unas cifras
similares a los de la población control (Tablas 6 y 7).
3.3.4. IGFs: niveles séricos y expresión del ARNm hepático.
3.3.4.1. Niveles séricos.
Los niveles de IGF-I en suero fueron más bajos en los animales operados
repecto a los controles tanto a los 10 días después de la tiroidectomía (40.46% a 32
días de vida y 82.55% a 72 días) como a los 15 días (45.52% a 37 días y 32.09%
a 87 días) (Figura 19). Sin embargo, sólo los animales destetados mostraron una
diferencia significativa en cuanto a los valores circulantes de IGF-J respecto a sus
controles a los 5 días después de la operación, quizás por falta de población en
adultas.
El IGF-II sólo fue dosificado en los animales neonatales, ya que sus niveles
en las ratas destetadas y adultas son despreciables, se sitúan por debajo de la
sensibilidad del método.
3.3.4.2. Expresión del ARNm hepático.
La expresión del IGF-I en hígado fue inferior para las dos poblaciones de
ratas detetadas y adultas tiroidectomizadas en los tres estadios analizados siempre
respecto a los animales control (Figura 19); este hecho, correlacionado con los
niveles séricos anteriormente mostrados, nos hace sugerir una posible regulación a
nivel transcripcional en la secreción de los IGFs por la falta de hormonas tiroideas.
3.3.5. Estudio de regresión lineal y correlación.
La Figura 20 resume los resultados del análisis de la regresión de alguno de
los parámetros estudiados en estos experimentos. Para los cálculos se reunieron ¡os
datos obtenidos de los tres estadios de las poblaciones destetada y adulta.
Las ratas destetadas y adultas presentaron una alta correlación entre los niveles
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Fig 19 Niveles séricos (A) y expresión hepática del ARNm (fi) de ¡GF-J en ratas destetadas y adultas
tiroidectomizadas <W) y controles (C) a los 5, lOy 15 días después de la operación (27, 32 y 37 ó
77, 82 y 87 días, respectivamente).
A) Media ±DS de 8 animales.
B) Ensayo de protección de la RNasa y cuantf/¡cación densitométrica (5 análisis diferentes).
* Sign¿/¡cación estadística repecto a la población de animales control.
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de OH en plasma y los de IGF-1 en suero tanto en los animales tiroidectomizados (r~
0.94, p< 0.01 y r= 0.91, pcZO.05, respectivamente) como en los controles (r=
0.96, Pc 0.05 y r= 0.99, p< 0.05) (Figura 20). Por el contrario, la correlación
encontrada entre la insulinemia y los valores circulantes de IGF-I en las ratas
destetadas tiroidectomizadas y controles fue muy baja e incluso, negativa (r= -0.51
y r~ 0.011, respectivamente), e igual ocurrió en el caso de los animales adultos (r~
0.47 y r= -0.36, respectivamente) (Figura 20).
3.3.6. IGFBPs: niveles séricos y expresión del ARNm hepático.
3.3.6.1. Niveles séricos.
Las IGFBPs del suero se analizaron por ‘Western ligand blot”, y
posteriormente se hizo un estudio comparativo empleando ‘Western ligand blot” y
Western inmunoblol’ para identificar IGFBP-2, dado que el antisuero anti-bIGFBP-2
fue el único de los ensayados que dió reacción cruzada con las IGFBPs circulantes.
3.3.6.1.1. Western ligand blol.
Los niveles en suero de las proteínas ligadoras de bajo peso molecular
(IGFBP-1 y 2) fueron inferiores en los animales tiroidectomizados respecto a sus
controles en las dos poblaciones de ratas (destetadas y adultas) para todas las edades
analizadas a los 10 y 15 días después de la operación, y sólo a los 5 días después de
la tiroidectomía para los animales adultos (Figuras 21 y 22). También se encontró una
disminución en la intensidad de las bandas de IGFBP-3 pata todos los animales
destetados y adultos tiroidectomizados respecto a los controles (5, 10 y 15 días
después de la operación) (Figuras 21 y 22).
3.3.6.1.2. Western imnunoblot.
El análisis mediante Western inmunoblot mostró que, tanto los animales
destetados como los adultos tiroidectomizados, y en todas las etapas consideradas,
presentaban un ligero aumento en la intensidad de la banda correspondiente a IGFBP-
2 respecto a la población control (Figuras 21 y 22). Así pues, por la comparación de
estos resultados con los obtenidos mediante “Western ligand blot, se podría decir
que en estas ratas (destetadas y adultas) se produjo un incremento en los niveles de
IGFBP-2 circulante, y que este aumento fue menos marcado que el descenso
provocado por el hipotiroidismo sobre los valores séricos de IGFBP- 1, puesto que el
ligand blot, que muestra los niveles circulantes conjuntos correspondientes al
complejo constituido por las proteínas de bajo peso molecular (IGFBP-1 y 2), nos
reveló una disminución en la intensidad de estas bandas de 3OkDa (Figuras 21 y 22).
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Fig 21 A) Análisis mediante “Western íígand bíot” de los niveles de las JGFBPs en ratas
destetadas tiroidectomizadas (T) y controles (C) de 27, 32 y 37días (5, JOy IS días
después de la tiroidectomía~. Se analizaron 2.5i2 de suero. Se muestra la
cuantWcación densitométrica de las concentraciones de las IGFBPs de las mismas
poblaciones. Media + DS de 4 análisis diferentes. * Sign4ficación estadística
respecto a la población control.
B) Contenido de IGFBP-2 del suero de ratas destetadas tiroidectomizadas (T3 y
controles (C) de 27, 32 y 37 días de edad (5, lOy 15 días después de la operación).
El análisis se efectuó mediante “Western inmunoblot”.
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Fig 22 A) Contenido de IGFBPs en el suero de raras adultas tiroidectomizadas aY y
controles (Ql de 77, 82 y 87 días (5, 10 y 15 días después de la tiroidectonifa» Se
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cuat4ficación densirométrica de los niveles de las ÍGFBPs de dichos animales.
Media + DS de 4 análisis d¿ferenres. * Sign¿Iicacíón estadística respecto a la
población control.
B,) Análisis mediante Wesrern inmunobior” de los niveles de IGFBP-2 en suero de
ratas adultas tiroidectomizadas (1) y controles (69 de 77, 82 y 87 días de edad (5,
10 y 15 días después de la operación).
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3.3.6.2. Expresión del ARNm hepático.
Los niveles de ARNm hepático de IGFBP-1 disminuyeron en las ratas
destetadas hipotiroideas a los 5, lay 15 días después de la tiroidectomía (Figura 23).
Sin embargo, la población adulta tiroidectomizada mostró un descenso en la expresión
de esta proteína de bajo peso molecular a los 5 y 10 días después de la operación,
pero a los 15 días después de la tiroidectomía aumentó, siempre respecto a las ratas
control (Figura 24). Así mismo, se observó también como a medida que aumentaba
la edad del animal control disminuían los niveles de ARNm de esta proteína, dado
que esta IGFBP es constitutiva de etapas inmaduras.
Al igual que sucedía con los niveles de ARNm de IGFBP-l en el hígado de
las ratas control, la expresión hepática de IGFBP-2 disminuía conforme aumentaba
la edad del animal, y este descenso se observó muy claramente en la población adulta
(Figura 24). Además, la expresión de IGFBP-2 se vió incrementada a 5,10 y 15 días
después de la tiroidectomia en las ratas destetadas y a los 10 y 15 días después de la
operación en las adultas (Figuras 23 y 24).
Finalmente, la expresión hepática de la proteína transportadora de alto peso
molecular (IGFBP-3), característica de la edad adulta, disminuyó en los animales
destetados tiroidectomizados a los 10 y 15 días después de la operación (Figura 23),
mientras que en las ratas adultas, este descenso se observó ya a los 5 días después
de la intervención quirúrgica (Figura 24).
De nuevo, y al igual que ocurrió con los IGFs, encontramos la existencia de
un paralelismo entre las fluctuaciones de los niveles séricos de las IGFBPs y las del
ARNm hepático de las proteínas transportadoras.
3.4. TRATAMIENTO CON INSULINA DE RATAS TIROIDECTOMIZADAS
DESTETADAS Y ADULTAS.
Para profundizar en el papel que desempeña la insulina en la secreción de los
IGFs, e intentar restaurar los bajos valores circulantes de dicha hormona que
presentaban los animales destetados y adultos después de tiroidectomizarlos, se les
inyectó insulina a los 10 días después de la operación (32 y 82 días de vida,
repectivamente).
3.4.1. Evolución del peso corporal.
El peso corporal, que disminuyó en las ratas tiroidectomizadas, aumentó tras
el tratamiento de estos animales con insulina en un 22.95% para los destetados y en
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un porcentaje menor para los adultos (8.71 %). No obstante, tanto a los 37 como a
los 87 días de vida (ratas destetadas y adultas, respectivamente) el peso de estas
poblaciones tratadas fue inferior al de sus respectivos controles (Tabla 8).
3.4.2. Niveles séricos de 123 y 124 y plasmáticos e hipofisarios de GH.
Les valores circulantes de las hormonas tiroideas de las ratas tratadas con
insulina permanecieron por debajo de los niveles de la población control (Tabla 8).
La concentración sérica de T> aumentó respecto a los animales tiroidectomizados,
tanto en el caso de las ratas destetadas (57.41%) como en el de las adultas (27.55%),
sin embargo, los niveles de 124 no se modificaron respecto a los de la población
operada en destetadas y bajaron en la adulta.
El tratamiento con insulina de las ratas tiroidectomizadas provocó un aumento
distinto en porcentaje de los niveles de OH circulante y que difirió según la edad de]
animal (Tabla 8): 25.43% para las destetadas y 63.56% para las adultas, respecto a
las ratas operadas. De un modo similar, el contenido de Gil en hipófisis se vió
incrementado en un porcentaje superior al 35.00% para ambas poblaciones
hipotiroideas inyectadas con insulina respecto a las ratas tiroidectomizadas, aunque,
como sucedió en el plasma, los niveles alcanzados continuaron siendo
significativamente inferiores a los de los animales control.
3.4.3. Glucemia e insulinemia.
La insulinemia de las ratas tiroidectomizadas sometidas al tratamiento con la
hormona, como se esperaba, fue significativamente superior (61.26% en el caso de
las destetadas y 48.73% en el de las adultas) a la de la población control (Figura 25).
Sin embargo, en el momento del sacrificio, no se encontraron diferencias
significativas entre las glucemias de estas ratas hipotiroideas tratadas con insulina y
las de las ratas control, quizá por haberse restaurado ya la hipoglucemia producida
por la administración de la hormona (Tabla 8).
3.4.4. IGFs: niveles séricos y expresión del ARNni hepático.
3.4.4.1. Niveles séricos.
Los niveles de IGF-I en suero fueron más bajos en los animales tratados con
insulina que en los controles, y se mantuvieron iguales a los tiroidectomizados, a 37
y 87 días de Vida (Figura 25). Así, y a pesar de que la administración de la insulina
aumentó sus propios niveles circulantes, no modificó los bajos valores de IGF-I
disminuidos por la tiroidectomía.
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Fag 25 A) Niveles séricos de JGF-J y plasmáticos de insulina en animales destetados y adultos
tiroidectomizados (‘¡9, controles (6’) y tiroidectomizados tratadQs con insulina <1 + 1) de
37y 87 días de edad> respectivamente. Media + DS de 8-JO rasas~.
B) Análisis mediante ensayo de protección de la RNasa del ARNm de IGF-¡ de las ratas
• anteriores. Media + DS de 4 análisis diferentes.
* Significación estadística respecto a los animales control. > Significación estadística
respecto a la población tiroidectomizada.
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3.4.4.2. Expresión del ARNm hepático.
La Figura 25 muestra que, tanto en las ratas tiroidectomizadas destetadas
como en las adultas, la administración de insulina provocó un aumento en los niveles
del ARNm hepático de IGF-I respecto a la población operada, aunque dichos valores
no llegaron a alcanzar los de las ratas control (se situaron por debajo de ellos). De
nuevo, como ocurría a nivel circulante, se observó como el tratamiento con insulina
no era capaz de normalizar la baja expresión de los tránscritos hepáticos de IGF-I
causada por la tiroidectomía.
3.4.5. Estudio de regresión lineal y correlación.
Para el análisis de correlación se recogieron todos los datos correspondientes
a las dos poblaciones de los dos estadios y se muestran en la Figura 26
Al igual que en el caso de las ratas destetadas y adultas tiroidectomizadas y
controles, se volvió a encontrar una alta correlación entre los niveles de OH en
plasma y los de IGF-I en suero (r= 0.91 y r~ 0.98, p’Z 0.05 para las poblaciones
hipotiroideas destetada y adulta inyectadas con insulina, repectivamente). Por el
contrario, la correlación hallada para la insulinemia y los niveles séricos de IGF-I fue
de nuevo, muy baja e incluso, negativa en los animales destetados y adultos tratados
con insulina (r= -0.038 y r= 0.62, respectivamente) (Figura 26>.
3.4.6. IGFBPs: niveles séricos y expresión del ARNm hepático.
3.4.6.1. Niveles séricos.
3.4.6.1.1. Western ligand blot.
La tiroidectomía causó un descenso en los niveles séricos de las proteínas
transportadoras de 30 (IGFBP-1 y 2> y 45kDa frente a la población control. No
obstante, la administración de insulina a estos animales operados produjo un
incremento en los valores circulantes del complejo proteico de bajo peso molecular,
tanto en las ratas destetadas como en las adultas, aunque en ninguna de estas dos
poblaciones se llegaron a alcanzar los valores control (Figura 27).
En cuanto a la IGFBP-3, en los animales más jóvenes (destetados), la insulina
sí aumentó sus niveles hasta alcanzar los valores control, aunque en el caso de las
ratas adultas, el tratamiento hormonal no alteró las cifras circulantes de esta proteína
transportadora (Figura 27), quizás porque la insulina tiene un mayor papel en la
regulación del sistema IGFs/IGFBPs en etapas más inmaduras del desarrollo del
animal que en el estadio adulto, donde parece ser que la CH pasa a tener una mayor
relevancia, o también porque los niveles de Gil después de la administración de la
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insulina fueron superiores en la población destetada.
3.4.6.2. Expresión del ARNm hepático.
La IGFBP-1, como ya se ha mencionado, se encuentra regulada por la
insulina, por ello, no fue extraño el hecho de que las ratas sometidas al tratamiento
experimentaran una disminución en la expresión hepática de esta IGFBP-1 respecto
a la población control, y que tal descenso fuera incluso significativamente superior
al padecido por los animales tiroidectomizados; esta disminución en los niveles de
ARNm de IGFBP-1 pareció ser más acusada en el estadio adulto que en el destetado
(Figura 28).
Les niveles de ARNm de IGFBP-3 aumentaron y se hicieron comparables a
los controles tras el tratamiento con insulina, tanto en el caso de las ratas
tiroidectomizadas destetadas como en las adultas, aunque en estas últimas, el
incremento fue mayor y superó incluso los valores control quizás por el aumento de
la GH (Figura 28).
En cuanto a la expresión hepática de IGFBP-2, en la población
tiroidectomizada destetada a la que se le administró la hormona, disminuyó respecto
a estos animales operados, de manera similar a lo que sucedía en el caso de los
neonatos tiroidectomizados tratados con STZ, mientras que en los animales
tiroidectomizados adultos tratados con insulina, los niveles de ARNm de esta proteína
aumentaron (Figura 28).
3.4.7. Resumen de los resultados del estudio de tiroidectomía en ratas
destetadas y adultas y de animales destetados y adultos operados tratados con
insulina.
La tiroidectomía causó un descenso en la insulinemia y los niveles circulantes
e hipofisarios de Gil de las ratas destetadas y adultas respecto a las control. El déficit
de hormonas también produjo un descenso en los valores séricos y de expresión del
ARNm hepático de IGF-I, IGFBP-1 y 3, mientras que las cifras circulantes y las de
los tránscritos de IGFBP-2 aumentaban en estos animales destetados y adultos
operados respecto a sus controles (Cuadro 2).
La administración de insulina a las ratas destetadas y adultas tiroidectomizadas
se acompañó de un incremento de su insulinemia, de los niveles circulantes de Gil
y de su contenido en hipófisis respecto a los animales tiroidectomizados (Cuadro 2).
No obstante, este tratamiento no modificó la expresión hepática ni los niveles
circulantes del IGF-I respecto a las ratas operadas.
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En cuanto a las IGFBPs, la insulina aumentó los valores séricos de las
proteínas de bajo peso molecular y también IGFBP-3 respecto a las ratas operadas,
aunque tan solo esta última alcanzó los valores control en las ratas destetadas.
Los tránscritos muestran que la IGFBP-1 guardó un paralelismo con respecto
a valores circulantes, mientras que la IGFBP-2 disminuye en destetadas y aumenta
en adultas.
La expresión hepática del ARNm de IGFBP-3 parece guardar un mayor
paralelismo con los valores circulantes, aunque se encuentra aumentada en adultos
(Cuadro 2).
Se estableció una correlación positiva entre los niveles circulantes de GH e
IGF-I.
Cuadro 2.- Resumen de los resultados de los estudios de tiroidectomía (T) y
tratamiento con insulina (T + 1) en ratas destetadas y adultas respecto a la población
control.
1 1+1
DESTETADAS ADULTAS
GLUCEMIA
INSULINEMIA 4 t 1
GH CIRCULANTE 4 4
CI-? HIPOFISARIA 4 4 4
IGF-I CIRCULANTE 4 4 4
ARNm IGF-I 4 4
IGFBP-1 y 2 CIRCULANTES 4 4 4
ARNm IGFEP-l 4 4 4
ARNm IGFBP-2 1 1 1
IGFBP—3 CIRCULANTE 4 4
ARNm IGFBP-3 4 1
3.5. TRATAMIENTO CON T4 DE RATAS TIROIDECTOMIZADAS
NEONATALES, DESTETADAS Y ADULTAS.
Con el objeto de continuar nuestro estudio sobre la influencia del
hipotiroidismo en el axis IGFs¡IGFBPs, se sometió a los animales tíroidectomizados
a una pauta de rehabilitación con 14. Esta administración se llevó a cabo mediante
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la inyección de la hormona o por el implante de pellets para, de esta manera,
establecer una comparación entre ambas vías de absorción, dado que con los
dispositivos de liberación controlada (pellet) se consigue una forma de administración
más fisiológica y continuada. El tratamiento se inició a los 10 días después de la
tiroidectomía (15, 32 y 82 días de vida, para las ratas neonatales, destetadas y
adultas, respectivamente) y se prolongó durante 5 días. Sin embargo, en el caso de
los animales destetados y adultos, se estudió también otra población en la que la
duración de la rehabilitación fue de 10 días una vez obtenidos los resultados de 5
días.
3.5.1. Tratamiento con T4 de las ratas neonatales tiroidectomizadas.
Comparación entre dosis inyectadas y pellets.
3.5.1.1. Evolución del peso corporal.
El tratamiento de las ratas tiroidectomizadas con T4 produjo un aumento de
su peso corporal respecto a la población operada (Tabla 9), aunque este incremento
fue superior cuando se administró al animal la hormona en forma de pellet (56.64%)
y no como inyección (31.28%); además, esto supuso que la rata tratada con pellet
igualara su peso al de la rata control frente a la rehabilitada con la inyección
(21.52%). Se encontró una diferencia estadística entre los dos tipos de tratamiento.
3.5.1.2. Niveles séricos de T3 y T4 y plasmáticos e hipofisarios de GH.
Las hormonas tiroideas séricas, como cabía esperar, disminuyeron en los
animales tiroidectomizados, aunque el tratamiento sustitutivo con tiroxina aumentó
los niveles circulantes de T3 y T4 en estos animales operados (Tabla 9). Así pues,
todos los grupos de ratas tratadas con 114 mostraron un incremento en los niveles de
hormonas tiroideas, que fue mayor con la administración de pellets, pero que en
ningún caso resultó ser suficiente para alcanzar los valores control, y así, para las
ratas tratadas con una inyección diaria de tiroxina, la diferencia respecto a las control
se situó en un 84.78% para 113 y en un 73.74% para T4, mientras que para las
recuperadas con pellet fue de un 66.30% para la 113 y de un 57.54% para la 114. Este
comportamiento se debe a que las ratas neonatales presentan una elevación de
hormonas tiroideas durante la etapa inmadura, y por ello, en este estadio, los niveles
de estas hormonas son superiores a los de los animales adultos; así pues, en
experimentos futuros intentaremos restaurar los niveles de hormonas tiroideas a los
valores control mediante [a administración de dosis superiores de 114.
El tratamiento de los animales tiroidectomizados con pequeñas dosis de
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Resultados
tiroxina (1 .5~gIlOOg de peso) incrementó los niveles plasmáticos de GH, que
aparecían ya aumentados en las ratas operadas respecto a la población control, en
mayor medida. La pauta de recuperación con pellet superó en un 72.28% el aumento
registrado por la administración de la inyección (Tabla 9).
La administración de 114 aumentó también el contenido de GH en hipófisis de
las ratas tiroidectomizadas, incluso por encima de los valores control en un 30.08%
para la inyección y en un 73.47% para el pellet, con lo que se encontró una
diferencia significativa entre ambas pautas de recuperación (Tabla 9).
3.5.1.3. Glucemia e insulinemia.
Les niveles de glucosa circulante aumentaron respecto a los valores de los
animales tiroidectomizados por la administración de tiroxina cuando se llevó a cabo
el tratamiento con los pellets (Tabla 9), y mostraron una glucemia cercana a los
niveles control (133. 17mg/dl), no así con la misma dosis de 114 inyectada
(1 14.93mg/dl). Este diferente aumento en la glucemia de los animales tratados con
una u otra pauta resultó ser estadísticamente significativo, lo que de nuevo llama la
atención sobre la mayor eficacia del pellet en la rehabilitación de estos animales.
Las dosis de tiroxina (1.5¡xg/ 1 OOg de peso) administradas por vía
intraperitoneal (inyección) o subcutánea (pellet) no modificaron los altos niveles
circulantes de insulina encontrados para la población tiroidectomizada, con lo que las
diferencias respecto a los animales control (Figura 29) se cifraron en un 114.20%
para los animales a los que se les inyectó la T4 y en un 170.96% para aquellos a los
que se les administró en fonna de pellet.
3.5.1.4. IGFs: niveles séricos y expresión del ARNm hepático.
3.5.1.4.1. Niveles séricos.
El IGF-I, que aparecía aumentado en las ratas neonatales tiroidectomizadas,
disminuyó con la administración de 114, y así, ambas pautas ofrecieron unos niveles
séricos del péptido iguales a los valores de los animales control (Figura 29). Por
tanto, y contrariamente a lo que sucedía con las cifras de insulina circulante, ambos
tipos de tratamiento resultaron apropiados para la rehabilitación de este parámetro.
La recuperación con 14 de los aminales hipotiroideos causó un descenso en
sus aumentados niveles de IGF-II, y los situó incluso por debajo de los valores
control en un 65.08% y un 71.94% para la administración de 114 con inyección y
pellet, respectivamente (Figura 29).
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Eig 29 4) Niveles circulantes de IGF-I, insulina e IGF-II en raías neonatates de 20 días de vida
uiroidectomizadas (7’), controles (C), tratadas con una dosis de 1.5¡ig/¡OOg de peso administrada en
fonna de inyección (1?) y tratadas con la misma dosis de 7’4~ pero en forma de pella (Rl>). Media ±
DS de 8-10 animales.
II) Expresión hepática del ,4RNm y cuaní (Jicación densizométrica de los IGF-¡y ¡len ratas neonatales
tiroidectomizadas (7). controles ((2), tiroidectomizadas recuperadas con una inyección de 1.5~g/1OOg
de peso de T4 (R) y con el pelleí de T4 (Rl>). El análisis se llevó a cabo mediante el ensayo de
protección de la RNasa en animales de 20 días de vida (15 días después de la operación). Media ±
DS de 4 análisis diferentes.
* Signfficación estadística respecto a los animales control. > Signficación estadística respecto a
las ratas tiroidectomizadas.• Sign(ficación estadística respecto a la población de neonatos tratados
con la inyección de 1.Spg/lOOg de peso de L,.
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3.5.1.4.2. Expresión del ARNin hepático.
Les niveles de ARNm hepático de IGF-I fueron, al igual que en los animales
tiroidectomizados, significativamente superiores tanto en los neonatos a los que se les
administró la T4 con una inyeccción como los del pellet, respecto a los de animales
control (Figura 29). Sin embargo, la expresión hepática de IGF-II disminuyó tras el
tratamiento hormonal con pellet (Figura 29), y no lo hizo con la inyección, siempre
respecto a la población de ratas control; se observó así una clara diferencia entre una
y otra pauta de reemplazamiento que, de nuevo, evidenció la mayor eficacia del pellet
para la rehabilitación de los animales tiroidectomizados.
3.5.1.5. Estudio de regresión lineal y correlación.
Se efectuó el análisis de regresión y correlación de los niveles circulantes de
IGF-I frente a los de insulina y GH (Figura 30).
Se encontró una fuerte correlación positiva entre los niveles séricos de IGF-I
y los plasmáticos de insulina en estos animales tiroidectomizados tratados con 114, no
obstante, esta correlación fue mayor cuando el tratamiento se llevó a cabo mediante
la implantación de pellets (r=O.83) frente a la inyección (r=0.52). Sin embargo,
cuando se representaron los valores circulantes de RF-I frente a los de OH, estas
poblaciones mostraron una correlación baja (r=O.50 y rzO.64 para las ratas tratadas
con 114 vía intraperitoneal y subcutánea, respectivamente).
3.5.1.6. IGFBPs: niveles séricos y expresión del ARNrn hepático.
3.5.1.6.1. Niveles séricos.
3.5.1.6.1.1. Western ligand blot.
Les animales neonatales tiroidectomizados experimentaron un aumento en los
niveles circulantes de las IGFBPs del complejo de 3OkDa, aunque los dos
tratamientos de recuperación provocaron un descenso, muy similar, en sus valores
séricos (Figura 31) respecto a la población operada, esto hizo que ambos grupos de
animales tratados alcanzaran unos niveles similares a los de las ratas control.
La IGFBP-3 experimentó un aumento de sus niveles en suero tras la
rehabilitación de los neonatos tiroidectomizados con T4 (Figura 31). Sin embargo, la
implantación del pellet, al igual que en otras ocasiones, consiguió restaurar los
niveles del péptido de 45kDa a los valores control, mientras que la administración de
la inyección no consiguió un aumento en los niveles de esta proteína ligadora respecto
a los animales tiroidectomizados. De nuevo, se observó una mayor eficacia en una
pauta de tratamiento sustitutivo respecto a la otra.
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3.5.1.6.1.2. Western inmunoblot.
Los niveles séricos de IGFBP-1, que aumentaron después de la tiroidectomía,
disminuyeron al tratar a estos animales operados con una dosis de 1 .Sgg/lOOg de
peso de 114 (Figura 31). La administración intraperitoneal de la hormona igualó los
niveles de esta proteína de bajo peso molecular a los valores control, mientras que
el tratamiento con pellet situó las cifras circulantes de IGFBP-1 en unos valores
intermedios y distintos a los mostrados por las poblaciones tiroidectomizada y
control. Se encontró una diferencia entre los dos tipos de tratamiento, aunque en
cualquier caso, con ambas pautas de administración se encontró una disminución
respecto a los niveles alcanzados después de la tiroidectomia.
El tratamiento con T4 mediante la inyección intraperitoneal produjo un
aumento aún mayor de los niveles séricos de IGFBP-2 (Figura 31). La implantación
de pellets, por el contrario, disminuyó los altos valores circulantes de esta proteína,
con lo que se alcanzaron unas cifras similares a las mostradas por los animales
control; de nuevo, se puso de manifiesto una diferencia entre los dos tipos de
tratamiento.
3.5.1.6.2. Expresión del ARNm hepático.
Les niveles de ARNm hepático de IGFBP-1 disminuyeron al tratar a los
animales neonatales tiroidectomizados con T4 (Figura 32). La inyección de la
hormona provocó un gran descenso en la expresión de esta proteína de bajo peso
molecular, y resultó ser más acusado que el producido por la implantación de pellet,
que mostró unos niveles de ARNm similares a los de la población control; se
encontró así una diferencia estadísticamente significativa entre los niveles de
expresión de IGFBP-1 de las ratas tratadas con inyección y las control, y entre las
dos pautas de reemplazamiento.
La IGFBP-2 mostró una menor expresión hepática después de tratar a los
animales tiroidectomizados con el pellet (Figura 32). Por el contrario, la inyección
de 114 no sólo no provocó un descenso en los niveles de ARNm de esta proteína, sino
que los aumentó, y los valores alcanzados fueron muy superiores a los de los
neonatos control e, incluso, a los de los tiroidectomizados que los presentaban ya
aumentados. El análisis estadístico mostró así una diferencia significativa entre los
dos tipos de tratamiento. Este anómalo incremento en la expresión en hígado de la
IGFBP-2 asociado a la administración intraperitoneal de la T4 será estudiado
oportunamente.
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ng 32 Análisis mediante ensayo de protección de la RNasa de los tránscritos hepáticos de lGFBP-!, 2 y
3 de razas en periodo:
Neonatal (20 días): ziroidectomizadas (2), controles ((2), tiroidectomizadas tratadas con una
inyección de 1. .S~g/1OOg de peso (R,)y con peZ/e: de igual dosis (Rl’,).
Destetado (37 días) y adulzo (87 días): tiroidectoniizadas rn. controles (C%tiroidectomizadas
con una inyección de 1. 7Sgg/IOOg de peso de 7’., durante 5 días (R,), tiroidectomizadas
rehabilitadas con pella de igual dosis duranteS días (Rl>5), tiroidectomizadas recuperadas con
pellet de la misma dosificación durante 10 días (RP¡a).
*Signjficación esuidínica respedo a la población control. > Sigt«ficación estadística respecto a los
animales tiroidectomizados. O Sign<ficación estadísúca respecto a las ratas rehabilitadas con la
inyección de 7’,.
Se muestra el análisis densitomnñrieo. Media + DS de 4 análisis dferen¡es.
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La expresión en hígado de la IGFBP-3 aumentó después de recuperar a las
ratas tiroidectomizadas con tiroxina, incluso superó a los valores control cuando se
administró la hormona como inyección (Figura 32). A pesar de que no se encontró
ninguna diferencia estadística entre las dos pautas de reemplazamiento, los niveles de
ARNm de esta proteína de alto peso molecular se aproximaron más a los valores
control cuando se llevó a cabo el tratamiento mediante la implantación de pellets.
A la vista de estos resultados, se podría decir que la administración de 114 a
ratas neonatales restaura las alteraciones producidas por la tiroidectomía.
3.5.1.7. Resumen de los resultados del estudio del tratamiento con T4 en
ratas neonatales tiroidectomizadas.
Los valores circulantes de IGF-I y II después de la administración de
1 .Sgg/lOOg de peso, tanto por vía intraperitoneal como con pellet, descienden al nivel
de los controles e igualmente la expresión de su ARN para IGE-Il no para IGF-I. Los
valores circulantes de insulina también disminuyen, quedando aún por encima de
controles. También desciende a nivel de controles el complejo de 3OkDa circulante;
por inmunoblot se muestra en los animales tratados con pellet, que esta disminución
es mayor en la IGFI3P-2 cosa que no se manifiesta con la inyección de 1 .5pg/íOOg
de peso.
La IGFBP-3 circulante no se altera con la inyección y remonta a valores
control con el pellet de 14. La expresión de ARNm de las IGFI3Ps de 3OkDa muestra,
igual que lo hizo el inmunoblot, que es mayor el descenso en IGFBP-2 después de
la implantación del pellet. También aumenta, alcanzando los valores control, el
ARNm de IGFBP-3; por tanto después de la implantación del pellet se muestra una
recuperación paralela de los valores circulantes y la expresión hepática del ARNm
en las tres JGFBPs estudiadas, cosa que no sucede con las mismas dosis de T4 por
inyección. Todo ello manifiesta la no conveniencia de esta vía para rehabilitación
como ya se ve también en los cambios de los parámetros de la Tabla 9 después de
la inyección de 114.
En los animales tratados con pellet, la Gil plasmática e hipofisaria aumentaron
respecto a las ratas controles y tiroidectomizadas, y la glucemia alcanza los valores
control, los mismos cambios se producen en los animales inyectados con 14 pero
menos acusados.
Se estableció una correlación positiva entre los niveles circulantes de insulina
e IGF-I que es mayor con pellet.
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Cuadro 3.- Resumen de los resultados de los estudios de la administración de
T4 en dosis de 1.5 ¡íg/lOOg de peso por vía ip (11 +T4)~~ o vía sc (pellet) (T + T4)SC
en ratas neonatales respecto a la población de los animales control (20 días de vida).
(T + T4)1~ (T + T4),~
GLUCEMIA 4
INSULINEMIA t 1
GR CIRCULANTE 1 1
OH HIPOFISARIA 1 1
IGFt~I CIRCULANTE
ARNm IGF-I 1 1
LOE-II CIRCULANTE
ARNm LOE-II
IGFBP- 1 CIRCULANTE
ARNm LGFBP-L
IGFBP-2 CIRCULANTE
ARNm IGFI3P-2 1 4
IOPBP-3 CIRCULANTE
ARNm IGFBP-3 1
3.5.2. Tratamiento con 114 de las ratas destetadas y adultas
tiroidectomizadas. Comparación de dosis inyectadas y pellets.
Al igual que en los estudios realizados sobre la población neonatal, en las
ratas destetadas y adultas también se llevó a cabo la rehabilitación de estos animales
tiroidectomizados mediante la administración ip (inyección) y sc (pellet) de la
tiroxina, para de nuevo establecer una comparación entre las dos vías empleadas,
pero ahora en estadios más maduros del desarrollo. La recuperación con pellet se
realizó durante 5 ó 10 días.
3.5.2.1. Evolución del peso corporal.
Las ratas tiroidectomizadas presentaron, como ya se ha visto, un peso corporal
inferior al de las ratas control, sin embargo, la rehabilitación con T4 aumentó el peso
del animal operado. Este incremento fue significativo respecto a la población
tiroidectomizada cuando el tratamiento hormonal se realizó con el pellet, puesto que
la administración diaria de la inyección no modificó el peso de los animales tratados
con 114 respecto al de los operados, tanto en la etapa destetada como en la adulta
<Tabla 10). Cuando la recuperación se prolongó durante 5 días más, el valor del peso
se igualó al de las ratas control, por tanto se ve un aumento progresivo del peso
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cuando se rehabilitan con pellet.
3.5.2.2. Niveles séricos de 13 y 14 y plasmáticos e hipofisarios de GR.
Los niveles de hormonas tiroideas disminuyeron después de la operación,
aunque el tratamiento sustitutivo con T4 produjo un incremento significativo en las
cifras circulantes de estas hormonas en todos los casos estudiados respecto a los
animales operados (Figura 33). Este aumento, al igual que sucedía con el peso
corporal, fue menor para aquellas ratas a las que se les inyecté la hormona respecto
a las que se les implanté el pellet, tanto a los 5 como a los 10 días de tratamiento.
El incremento encontrado, que superó incluso los valores de los animales control, en
las ratas destetadas tratadas con pellet durante 5 días, fue de un 13 1.05% para la T3
y de un 70.00% para la 14, mientras que para las adultas este resultó ser más
modesto (5.20% para la T3 y 28.71% para la T4) e igualé los niveles de las hormonas
tiroideas a los de la población control. Estos datos contrastaron con los obtenidos
para aquellos animales destetados y adultos inyectados con T4 diariamente, dado que
el incremento fue menor, y en ningún caso superaron los valores control (59.69%
para 13 y 76.02% para 114 en las ratas destetadas y 72.42% para T3 y 62.74% para
14 en las adultas); así pues, parece que en cuanto a la recuperación de las hormonas
tiroideas en ratas destetadas, el tratamiento idóneo es el pellet durante 10 días.
En los animales adultos, el tratamiento con pellets de T4 mantuvo los niveles
de hormonas tiroideas igual a los controles tanto a los 5 como a los 10 días después
del inicio de la administración hormonal por pellet (Figura 33). Sin embargo, y dado
que la dosis fue la misma para los animales adultos y destetados, estos últimos
mostraron unos niveles de hormonas tiroideas superiores a los de la población control
a 5 días, probablemente debido al menor peso de las ratas más jóvenes. Por tanto,
cabe destacar que para los animales adultos, en cuanto a las hormonas tiroideas las
dosis de 1 .75j¿g/ lOOg de peso de 14 es la idónea tanto con 5 como con 10 días de
tratamiento.
La Gil circulante aumenté al tratar con T4 a los animales tiroidectomizados
respecto a los operados en ambas poblaciones, superando los valores control en
destetadas y no llegando a ellos en adultos; igualmente aumentó la Gil hipofisaria,
no llegando a valores control más que en las adultas de 10 días de tratamiento con
pellet (Tabla 10). Al igual que sucedía para el peso corporal y las hormonas tiroideas,
la rehabilitación con pellet durante 10 días ofreció los niveles más cercanos a los
control.
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La rehabilitación con pellet a lo largo de 5 días pareció ser más efectiva que
la inyección, que no modificó el contenido en GH de este tejido respecto a las
poblaciones tiroidectomizadas destetada y adulta. A la vista de los resultados se debe
destacar que la respuesta al tratamiento difirió según la edad del animal; las ratas
destetadas rehabilitadas con pellet presentaron unos niveles de GH en plasma
superiores a los de los animales control, pero su contenido hipofisario fue inferior al
de dichos controles, sin embargo, las ratas adultas a las que se les implantó el pellet
o se les inyectó la hormona, mostraron unos valores de GH en plasma e hipófisis
inferiores o iguales respecto a las ratas control; estas diferencias pueden ser debidas
a la distinta madurez del axis de la Gil, dado que en las ratas destetadas pueden no
haberse establecido las conexiones neuroendocrinas completamente.
3.5.2.3. Glucemia e insulinemia.
Los niveles plasmáticos de insulina aumentaron al administrar 114 a las ratas
tiroidectomizadas (Tabla 10) por ambas vías en destetadas y adultas, pero alcanzaron
valores control sólo con el implante de pellets a 5 o a 10 días en ambas poblaciones
destetadas y adultas. A pesar de todo, y al igual que en casos anteriores, los valores
que fueron similares y más cercanos a los niveles control resultaron ser los de
aquellas ratas tratadas con pellet y cuyo tratamiento se prolongó durante 10 días
(22.82 y 3.76% para las ratas destetadas y adultas, respectivamente).
El tratamiento con tiroxina aumentó los niveles sanguíneos de glucosa de los
animales tiroidectomizados (Tabla 10), y se observó de nuevo, un mayor
acercamiento a los valores control en aquellas ratas tratadas con 114 durante 10 días.
3.5.2.4. IGFs: niveles séricos y expresión del ARNm hepático.
La recuperación de los animales tiroidectomizados con 114 produjo un aumento
en los niveles circulantes de IGF-I (Figura 34). Este incremento en los valores del
péptido fue mayor al tratar con pellets durante 10 días a ambas poblaciones destetadas
y adultas. El tratamiento con pellets durante 5 días se mostró más efectivo en la
restauración de los niveles de IGF-I que la inyección de 114 (Figura 34).
En los animales destetados tan solo el tratamiento con pellet durante 10 días
rehabilitó los niveles de IGF-I a los controles, cosa que se logró a los 5 días en los
adultos. Sin embargo, el tratamiento con pellet ya a los 5 días rehabilité a niveles
control el ARNm hepático de IGF-I en las poblaciones destetada y adulta, aunque las
inyecciones de igual dosis no tuvieron efecto (Figura 34).
Se observé pues un gran paralelismo entre los niveles séricos de IGF-I y los
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de su expresión en hígado, lo que nos lleva una vez más a sugerir que las hormonas
tiroideas parecen actuar sobre el IGF-I a nivel transcripcional. Así mismo, se
encontró una recuperación más inmediata de la expresión del ARNm hepático de
IGF-I respecto a sus niveles séricos, ya que tanto a los 5 como a los 10 días después
del inicio del tratamiento con el pellet, las poblaciones destetada y adulta igualaron
sus niveles de ARNm a los valores control.
3.5.2.5. Estudio de regresión lineal y correlación.
Las Figuras 35 y 36 resumen los resultados del análisis de regresión de los
niveles séricos de IGF-I frente a los plasmáticos de insulina o GR.
Las ratas destetadas y adultas presentaron una alta correlación entre los
valores circulantes de Gil e IGF-I, tanto en las tratadas con inyección de 114 (r=
0.78, para las detetadas y r= 0.97, p’Z 0.05, para las adultas) como en aquellos
animales a los que se les trató con el pellet durante 5 días (r= 0.99, p<O.0S, para
los destetados y r~ 0.97, p<O.OS, para los adultos) como 10 días (r= 0.83 para los
más jóvenes, y r= 0.99, p’c0.Ol, para los adultos). Por el contrarío, la correlación
encontrada entre la insulinemia y los niveles séricos de IGF-I en las ratas destetadas
tiroidectomizadas y tratadas con 114 fue muy baja, e incluso negativa (r= 0.048, r= -
0.60 y r~ -0.85, para la administración de la hormona como inyección, pellet
durante 5 días y pellet durante 10 días, respectivamente), e igual ocurrió en el caso
de los animales adultos (r=r -0.62, r= -0.21 y r~ -0.28, para el tratamiento
intraperitoneal de 114 y subcutáneo de 5 y 10 días de duración, respectivamente)
(Figuras 35 y 36).
3.5.2.6. IGFBPs: niveles séricos y expresión del ARNm hepático.
3.5.2.6.1. Niveles séricos.
3.5.2.6.1. 1.Western ligand blot.
El hipotiroidismo, como se ha visto en la primera parte, provocó un decenso
en los niveles circulantes de las proteínas ligadoras de alto y bajo peso molecular, sin
embargo, la recuperación de los animales tiroidectomizados mediante la
administración de T4 aumenté los valores séricos de las IGFBPs de 30 y 45kDa
(Figura 37>. Este incremento fue superior y supuso una rehabilitación completa de
los animales destetados y adultos tratados con el pellet durante 10 días, en cuanto a
los niveles de las IGFBPs de alto y bajo peso molecular. La administración de
tiroxina mediante la inyección de la hormona o por el implante del pellet durante 5
días no restauró los niveles de la proteína de 45kDa (IGFBP-3) en la población
159
DESTETADAS
TIROIDECTOMIZADAS (R)
y= 139.68 + 0.025x
r= 0.048
e
e
e
150
ee
e
loo
e
50
e
40 50
Insulina <pU/mi)
1.29
r= 0.78
+ 47.50x
e
e e
e e e
9— —e-
0~
60 1 2 0 4 5 6
OH (ng/mi)
TIROIDECTOMIZADAS (RP)
+ 261.96x
OH (ng/mi)
TIROIDECTOMIZADAS (RP)
e e
e
e
y= 256.05 - 2.06x
r= -0.85
S50.
>00
260
200
460
100
50o
O t 20 30 40 50 CC • 70
Insulina <pU/mi>
y= 108.55 + 9.35x
r= 0.83
e e
-e
0 6 10
OH (ng/mi)
Fig 35 Análisis de regresión lineal y coeficiente de co’-,-elación de los niveles de IGF-I en
suero y las concentraciones plasmáticas de insulina y CH en ratas destetadas t3~
días) tiroidecronzizadas tratadas con 1. 7Spg/]OOg de peso de T4 en forma de
inyección durante 5 días (Rl, con pePe?de la misnza dosis a lo largo de 5 días (Rl>)
y con pellet durante JO días (RP1). Se muesa-an las dlfe¡-encias estadísticas.
250
E
c
ji-
CD
200
150
loo
50
o
30
168. 17 - 0.82x
r= -0.60
e e
—e
e
II e
E
c
“-
CD
‘0 20 50 40 $0 6 0
Insulina (pU/mi)
260
E
o
c
E1~
CD
200
160
lOO:
60
16 20
ADULTAS
TIROIDECTOMIZADAS <R)
y= 694.88 - 7.82x
er= -062
e
e
e e
e.
e
60 60
insulina (pU/mi)
y= -588.31±53.59x
70 0
y= 663.35 - l.89x
r= -0.21
TIROIDECTOMIZADAS (nP)
600 y~ 60.87 + 0.86x
r~ 0.97 (p<O.O5)~
e e ~ e
400~t ~ e
e ee e e
e
e
—--e
300 -
200 -
loo
20 30 40 60 60
Insulina (pu/mi>
70 60
0 ———- -~
0 5 lO 16 20
OH (ng/mi)
600 r y~z 640.83 + 3.69x
600 r= -0.28e e
400 ee e——~~
e300
200 -
100
600
400 -
300 -
200 -
40 50 60 70 60
Insulina (pU/mi)
e
e
e
e
•
loo-
o
$4 It 6 20
OH (ng/mi)
Fig 36 Análisis de regresión lineal y c-ojicieníe de cori-elación de los niveles circulantes
de ¡CF-! e insulina y CH en rotas ¿¡dulías (87 días) tiro idee/onzizadas recuperadas
con dosis de 1. 7Syg/lOOg de peso en fin-ma de inyección durante 5 días (R) y con
pelleis de la misma dosis durante 5 días (RP) y JO días (RP~. Se muestran las
d¿ferencias estadísticas.
600
400
300
200
E
5—
It
O
400
300
400
o
30 40
4000
OH (ng/mi)
600
600
E
‘5-
o)
LI.
CD
400
200 -
o
TIROIDECTOMIZADAS (RP)
600- y= 13.47+62.12x
r= 0.99 (p-cO.Ol)
E
—5.
o)
LI.
CD
A WESTERN LIGANJ~ BLOT
Destetadas Adultas
45KDa
e
1200
600
0
—PI’— n. giu
e
2700
1800 *
900 3
RPR%
*
¡
O RRP RP0
II? It
24 ~
III
O RRPRF%
15d1(37Dv)
1200
800
400
-r
*
OB-TC
15dTCB7DvJ
B WESTERN TNMUNOBLOT
T C RRPRF?O
l5dT(37Dy)
T O RRPRI~Q
15dTC87DvJ
Hg 37 A) Análisis mediante “Wesíern ligand blw’ de los niveles de las ¡CPB Ps en ratas
destetadas <‘37 días) y adultas (87 días) íiroideuomizadas (7), conu-oíes ((2)
tiroidectom izadas tratadas con 1. 75yg/IOOg de peso de 7’4 ip (R9 y se du¡ante 5 día:
(RP9 y JO días (RPJJ. Se analizaron 2.Syí de suero. Se muestra la cuanrWcaciórdensitométrica de las concentraciones de las WFBPs de las mismas poblaciones.
Media + DSde 4 análisis dWerentes. * Sign~ficación estadística respecto a las rataá
control. ~ Sign~cación estadístico respecto a los animales operados.
• Sign¿tlcación estadística respecto a la población recuperada con un.a inyecció¿
diaria de 1, 7Sgg/lOOg de peso de 7’4 durante 5 días.
B) Contenido de ICFBP-2 del suero de ratas destetadas y adultas (37 y 87 días,
respectivo,nente~ perteneciente a las poblaciones de animales anteriores (7’, (2, R,
RP
5 y RP,9. El análisis se efectuó mediante “Western inmunobíot”.
-~ .~
— ;~
‘o ,~
5.-
45
30
lCR
3OKDa
~ t
~1~
‘o .~
‘e
750
*
500
250
01
e
*
FR RPRF~0
Resultados
destetada ni en la adulta. En estas condiciones, tampoco se recuperaron los valores
del complejo de 3OkDa (IGFBP-1 y 2) en las ratas adultas, aunque este sí se
rehabilitó con los tres tratamientos hormonales en la población destetada.
3.5.2.6.L2. Western inmunoblot.
La administración de 114 a los animales destetados y adultos tiroidectomizados
provocó un decenso en los niveles séricos de IGFBP-2 (Figura 37). Esta disminución
en la intensidad de las bandas pareció ser mayor en el tratamiento de 5 días de
duración frente al de 10, que se aproximó más a los valores control. Así pues, y por
comparación de estos resultados con los obtenidos mediante el ‘Western ligand blot”,
se podría sugerir que el descenso en la intensidad de las bandas de 3OkDa registrado
mediante el “Western inmunoblot” se debió a la disminución de la IGFBP-2
circulante, puesto que el “Western ligand blot” mostró un aumento en la cantidad de
complejo de proteínas de bajo peso molecular (IGFBP-1 y 2).
3.5.2.6.2. Expresión del ARNm hepático.
La expresión hepática de IGFBP-1 disminuyó en las ratas destetadas y adultas
tiroidectomízadas respecto a sus controles, sin embargo, la administración de T4 a los
animales operados provocó una restauración en los niveles de su ARNm (Figura 38);
esta rehabilitación se produjo ya con la inyección en las ratas adultas y no en las
destetadas. La rehabilitación fue igual a los controles con 10 días de tratamiento en
ambas poblaciones.
Los niveles de IGFBP-2, que aparecieron aumentados en los animales
tiroidectomizados, disminuyeron tras el tratamiento con 974 (Figura 38). En las ratas
destetadas, el descenso de la expresión fue más acusado al administrar a los animales
los pellets, e incluso, los niveles de los tránscritos de esta proteína fueron inferiores
a los mostrados por la población control. En los animales adultos, sin embargo, y
quizás debido a los bajos niveles de IGFBP-2 que existen en ellos, los tres
tratamientos ensayados se mostraron efectivos para disminuir la expresión hepática
de la proteína, e incluso, como sucedía en las ratas destetadas, estos valores
resultaron ser inferiores a los mostrados por los controles. En ninguno de los dos
grupos de animales (destetados y adultos) se encontraron diferencias significativas
entre las dos pautas de rehabilitación llevadas a cabo con pellets y sí respecto a los
de la inyección (destetadas).
En cuanto a la IGFBP-3, el tratamiento con pellet durante 10 días fue capaz
de restaurar los niveles de ARNm de esta proteína en ratas tiroidectomizadas a
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valores control (destetadas> o incluso superiores (adultas) (Figura 38>. En los
animales adultos, los tres tratamientos ensayados aumentaron la expresión hepática
de la IGFBP-3, y aunque los pellets lo hicieron incluso por encima de los valores
control, la inyección mostró unos niveles similares a la población control. En las
ratas destetadas, sin embargo, sólo la pauta llevada a cabo mediante la implantación
del pellet durante 10 días, fue capaz de aumentar la expresión hepática de esta
proteína de alto peso molecular hasta valores control, y a pesar de ello, no se
encontraron diferencias estadísticas entre ninguno de los tres distintos tratamientos.
3.5.2.7. Resumen de los resultados del estudio del tratamiento con 114 en
ratas destetadas y adultas tiroidectomizadas.
El IGF-I circulante en animales destetados se restaura igual a controles con
pellet durante 10 días y en adultas por igual vía de administración tanto a 5 como 10
días. La expresión del ARNm hepático es rehabilitada igual a controles con peflet
tanto a 5 como 10 días en ambas poblaciones. El peso corporal y la Gil plasmática
e hipofisaria muestran una mejor restauración, a pesar de que no alcanzan valores
control más que en el contenido en pituitaria de adultas a los 10 días de tratamiento
con pellet, mientras la insulina es restaurada igual a controles con pellet a 5 ó 10 días
en ambas poblaciones.
La glucemia alcanza niveles controles con cualquier tratamiento de 114. En
estas condiciones, las bandas proteicas de bajo peso molecular circulantes se
restauraron tan solo con pellet 10 días en destetadas y adultas y la IGFBP-3 mejor
con 10 días de pellet en adultas. La expresión de su ARN muestra que dicha
restauración podría ser debida a IGFBP- 1, ya que la expresión de IGFBP-2 disminuía
con 114 por cualquier tratamiento tanto en destetadas como adultas. El ARN de
IGFBP-3 se rehabilitó con pellet durante 10 días subiendo por encima de los controles
en adultas.
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Cuadro 4.- Resumen de los resultados de los estudios de la administración de
114 en dosis de l.75¡íg/lOOg de peso por vía ip (T ±974)duranteS días o vía sc a lo
largo de 5 ((T + 114)5) o 10 días ((97 + Tj~) en ratas destetadas (37 días) y adultas
(87 días) respecto a la población control.
1 + 14
DESTETADAS
4INSULINEMIA
GLUCEMIA
GH CIRCULANTE -
GIL HIPOFISARIA ¿
IGF-I CIRCULANTE
ARNm IGF-I
IGFBP-1 y 2 C[RCULANTES=
ARNm IGFHP-1 4
ARNm IGFBP-2 1
IGFBP-3 CIRCULANTE ¿
ARNm IGFEP-3 ¿
ADULTAS
4
4
4
4
t
4
(1 +
DESTETADAS ADULTAS
1 4
4 4
4 —
(T + T~
DESTETADAS ADULTAS
t
4
4
4
1 1
NEONATALY ADULTO Y REHABILITACION3.6- DIABETES EN PERIODO
CON t.
El modelo de diabetes por STZ se provocó por inyección
esta sustancia a los 10 días de vida (neonatos) o a los 72 días de
animales fueron divididos en dos grupos y sacrificados a los 20 y
el primer grupo fue sometido durante 5 días a un tratamiento con
de LS y l.75jig/lOOg de peso para las ratas neonatales y adultas,
y el segundo actué de control.
3.6.1. Evolución del peso corporal.
Las ratas diabéticas presentaron un peso inferior al de sus controles tanto en
la etapa neonatal (25.45%) como en la adulta (31.56%) (Tabla II).
En la etapa neenatal, el tratamiento con 114 aumentó el peso corporal de estos
animales diabéticos a los que se les implantó el pellet (12.13%) frente a los no
tratados, aunque persistió la diferencia respecto a la población control. Por el
contrario, las ratas adultas no modificaron su peso tras la administración de T4
respecto a los animales control.
intraperitoneal de
vida (adultos). Los
87 días de edad:
unas dosis de T4
respectivamente,
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3.6.2. Niveles séricos de 113 y 114 y plasmáticos e hipot’isar¡os de GH.
La diabetes provocó un descenso en los niveles circulantes de las hormonas
tiroideas (Tabla 11). Esta disminución fue más acusada para los animales adultos
(85.57% para T3 y 82.16% para 114) que para los neonatos (34.52% para 113 y
28.89% para 114) respecto a los controles.
La administración de T4 provocó el esperado aumento en los niveles
circulantes de las hormonas tiroideas (Tabla 11). En el caso de los animales
diabéticos neonatales tratados con l.5p¿g/lOOg peso de tiroxina, el incremento fue de
un 65.54% para T~ y un 58.65% para 14 respecto a las ratas diabéticas no tratadas,
lo que situó las concentraciones séricas de las hormonas en unos valores iguales a los
de las ratas control. Al igual que sucedía con las ratas neonatales que recibían T4, los
animales adultos diabéticos sometidos al tratamiento hormonal experimentaron un
aumento en los valores circulantes de las hormonas tiroideas (262.84% y 27132%
para T3 y 14, respectivamente) frente a las ratas diabéticas, pero no se alcanzaron los
valores de la población control.
Los niveles plasmáticos de OH disminuyeron con el estado de diabetes en los
animales adultos (75.13%) respecto a los control (Tabla 11). Sin embargo, las ratas
neonatales diabéticas experimentaron un ligero descenso (no significativo) en los
valores circulantes de esta hormona respecto a los de la población control.
El contenido hipofisario de OH, al igual que los niveles circulantes, disminuyó
en mayor medida en los animales adultos diabéticos (62.67%) que en los neonatos
(28.95%) respecto a las ratas control (Tabla 11).
El tratamiento de los animales diabéticos con T4 provocó un aumento en la
concentración circulante de OH y en su contenido hipofisario (Tabla 11). Los niveles
plasmáticos de OH en las ratas neonatales tratadas con la hormona sufrieron un
aumento espectacular, e incluso sobrepasaron los valores de la población control,
mientras que en los animales adultos diabéticos, a los que también se les adminstró
la tiroxina, este incremento fue más discreto y situó los niveles de estas ratas en unas
cifras intermedias a las de las poblaciones control y diabética. A nivel hipofisario,
el aumento provocado en el contenido de OH por la administración de 114 en las dos
poblaciones de animales no redujo la diferencia existente respecto a los animales
control, aunque este incremento resultó ser ligeramente superior en el caso de las
ratas adultas (28.25%) respecto a las neonatales (28.07%).
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3.6.3. Glucemia e insulinemia.
La glucemia de las ratas diabéticas fue de 2 a 4 veces superior a la de los
animales control (Tabla 11). No obstante, el tratamiento con 114 disminuyó
significativamente los niveles sanguíneos de glucosa de los neonatos diabéticos que
recibieron una dosis de tiroxina de 1 .Sgg/lOOg de peso, aunque no se alcanzaron los
vaiores de la población control.
Los niveles de insulina en plasma de los animales diabéticos neonatales y
adultos, como era de esperar, fueron muy inferiores a los de sus controles (55.63 y
84.81 %, respectivamente) (Figura 39>. Estas diferencias respecto a las poblaciones
control se mantuvieron a pesar del tratamiento hormonal con T4 de estos animales
diabéticos neonatales y adultos (Figura 39).
3.6.4. IGFs: niveles séricos y expresión del ARNm hepático.
3.6.4.1. Niveles séricos.
La concentración circulante de IGF-I disminuyó en los animales diabéticos
neonatales y adultos respecto a los control en una proporción cercana al 50% en
ambas poblaciones (Figura 39).
Las ratas neonatales diabéticas que recibieron la tiroxina aumentaron
significativamente los niveles séricos de IGF-I respecto a los animales diabéticos, de
modo que la concentración del péptido fue igual a la de la población control. En
cuanto a los animales adultos, la implantación del pellet a los animales diabéticos no
pareció tener ningún efecto sobre los niveles séricos de IGF-I.
Los valores de IGF-ll en el suero de las ratas diabéticas neonatales
disminuyeron frente a los de la población control (43.57%) (Figura 39), y el
tratamiento con 1 .5¡tg/lOOg de peso de T4, que tan eficaz se mostró en la restauración
de los niveles de IGF-I, no tuvo ningún efecto en la recuperación de la concentración
circulante de IGF-Il.
3.6.4.2. Expresión del ARNm hepático.
Los valores de ARNm de IGF-I en hígado de las ratas neonata]es diabéticas
disminuyeron respecto a la población control, al igual que sucedía a nivel circulante
(Figura 39). La administración de 114 a estos animales diabéticos aumentó la expresión
del péptido (Figura 39), pero no se alcanzaron los niveles control.
En la etapa adulta, como sucedía en la neonatal, los niveles de ARNm de
IGF-I disminuyeron en las ratas diabéticas, pero en este caso, el tratamiento llevado
a cabo con T4 no tuvo ningún efecto sobre la expresión hepática del péptido (Figura
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39).
Los niveles de ARNm hepático de IGF-II de las ratas neonatales aumentaron
en una situación de diabetes respecto a la población control (Figura 39). No obstante,
la administración de 114 produjo un descenso en la expresión de dicho péptido, e
incluso, fueron inferiores a los mostrados por la población control.
3.6.5. IGFBPs: niveles séricos y expresión del ARNm hepático.
3.6.5.1. Niveles séricos.
3.6.5.1.1. Western ligand blot.
En la etapa neonatal, la diabetes produjo un descenso en los niveles circulantes
de las proteínas ligadoras de IGFs, tanto en el complejo de 3OkDa (IGFBP-1 y 2>
como en el de 45kDa (IGFBP-3), de los animales (Figura 40>. Sin embargo, el
tratamiento hormonal llevado a cabo con 14 no modificó los niveles séricos de dichas
proteínas, con lo que los valores circulantes de estos péptidos se mantuvieron iguales
a los de la población neonatal diabética (Figura 40).
Los animales diabéticos adultos, por su parte, también mostraron un descenso
en los niveles circulantes de los dos complejos (30 y 45kDa), y tampoco en este caso
el tratamiento efectuado con 114 aumentó los niveles circulantes de estas proteínas
respecto a la población diabética (Figura 40).
36.5.1.2. Western inmunoblot.
La población de ratas neonatales diabéticas mostró un aumento en los niveles
circulantes de IGFBP-1 respecto a los animales control (Figura 40), mientras que los
valores de IGFBP-2 no se vieron afectados.
La administración de T4 a las ratas neonatales diabéticas provocó un descenso
en los niveles séricos de IGFBP-l respecto a la población de animales diabéticos
(Figura 40)- Esta disminución igualó los valores de las poblaciones tratadas con la
hormona a los de la control. Los niveles circulantes de IGFBP-2 no se modificaron
por la administración de T4 a los animales diabéticos (Figura 40).
3.6.5.2. Expresión del ARNm hepático.
De manera análoga a lo que sucedía a nivel circulante, la diabetes provocó un
gran aumento en la expresión hepática de la IGFBP-1 en las ratas neonatales y adultas
respecto a sus poblaciones de animales control (Figura 41).
El tratamiento con T4 de los animales neonatales diabéticos disminuyó los
niveles de ARNm hepático de IOFBP-1 (Figura 41) y, aunque los valores
descendieron respecto a los de las ratas diabéticas, no se llegaron a alcanzar las cifras
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de la población control.
En la etapa adulta, el tratamiento con 114 aumentó aún más los niveles de
ARNm de IGFBP-1 respecto a los de las ratas diabéticas (Figura 41), y la
administración de tiroxina por tanto no restauró sus niveles a los de los controles.
La expresión hepática de IGFBP-2 aumentó en las ratas diabéticas neonatales
y adultas respecto a las control (Figura 41). Sin embargo, en la etapa neonatal, el
tratamiento hormonal de estos animales diabéticos disminuyó los niveles de ARNm
de IGFBP-2 hasta alcanzar unos valores similares a los de la población control
(Figura 41), y por el contrario, los animales diabéticos adultos tratados con la
hormona mostraron un aumento significativo de la expresión de IGFBP-2 respecto a
la población diabética (Figura 41).
En cuanto a los niveles de ARNm hepático de IGFBP-3, disminuyeron
significativamente en una situación de diabetes tanto en la etapa neonatal como en la
adulta (Figura 41). No obstante, la administración de 14 a las ratas neonatales
diabéticas aumentó la expresión hepática de la IOFBP-3, aproximando los niveles de
ARNm a los control (Figura 41). Por último, en la etapa adulta, la administración de
114 a los animales diabéticos aumentó la expresión hepática de IGFBP-3 y situó sus
niveles en valores intermedios y distintos a los mostrados por las poblaciones control
y diabética (Figura 41).
36.6. Resumen de los resultados del estudio de la diabetes en ratas
neonatales y adultas diabéticas y tratadas con T4.
La administración de STZ a las ratas provocó un bloqueo en la secreción de
insulina, por lo que los niveles plasmáticos de esta hormona fueron muy bajos, y el
tratamiento con 14 no mejoró la situación. En los animales diabéticos, las dosis de
T4 rehabilitaron los niveles de IGF-I circulante y también su expresión de ARNm
hepático sin incrementar la insulina, cosa que no hicieron en adulto. El IGF-II no se
restauró a nivel circulante pero el ARNm, que lo tienen aumentado los animales
neonatales diabéticos, disminuyó después del tratamiento. Las IGFBPs circulantes,
que están disminuidas en ambos animales diabéticos neonatales y adultos, no se
rehabilitaron con T4. En neonatos sí que descendió la IGFBP-1 que tenía niveles
mayores con respecto a controles.
Las dosis de 114 en neonatos disminuyeron la expresión de IGFBP-1 y 2
aumentadas en los animales neonatales y adultos diabéticos, pero no lo hicieron en
la población adulta. La expresión del ARNm en neonatos y adultos se rehabilta
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después de las dosis en neonatos igual a controles y no en adultas. Se concluye la no
regulación a nivel transcripcional del complejo de 3OkDa (IGFBP-1 y 2> en los
animales diabéticos neonatales y adultos.
Cuadro 5.- Resumen de los resultados de los estudios de la administración de
en dosis de 1.5 y 1 .75$g/lOOg de peso por vía sc (D + 114) en ratas neonatales
y adultas diabéticas (20 y 87 días de vida) respecto a la población control.
NEONATOS ADULTAS
D D±~ O D+T,
GLUCEMIA 1 1 t 1
INSULINEMIA 4 ¿ ¿
OH CIRCULANTE ¶ 4 4
OH HIPOFISARIA — t 4 4
IOF-l CIRCULANTE —
ARNm lORd 4 4 4 4
¡OF-II CIRCULANTE 4 4
ARNm IGF-II ¶ 4
IGPBP-1 Y 2 CIRCULANTES 4 4 4
IGFEP-I CIRCULANTE 1
ARNm IGFEP-1 1 1 1 1
IOFBP—2 CIRCULANTE —
ARNm IOFBP-2 1 — 1 1
IGFBP-3 CIRCULANTE 4 4 4
ARNm IGfl3P-3 4 4 4 4
3.7. HIPOTIROIDISMO, IGFs, IGFBPs Y TRANSPORTADORES DE
GLUCOSA (GLUTs) EN PERIODO NEONATAL.
En el hipotiroidismo como se ha mostrado se altera el axis IGFs/IGFBPs y en
dichas alteraciones parece tener un papel importante la insulina. Por otra parte, está
descrito que el paso de GLUT-1, transportador de glucosa abundante en periodos
inmaduros, a GLUT-4, transportador de glucosa en etapa adulta, parece estar regido
por las hormonas tiroideas (Castelló, 1994). Con el fin de ver si ambos procesos,
regulación del axis IOFs/IGFBPs y de GLUTs por dichas hormonas, están
relacionados, se compararon estos estudios. Se diseñó un protocolo de trabajo en el
que se analizaron las posibles alteraciones en los niveles de los IGFs, IGFBPs y
GLUTs de los animales hipotiroideos (tratados con MMI y tiroidectomizados) a lo
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largo del periodo perinatal (2, 4, 8 y 20 días de vida).
3.7.1. Evolución del peso corporal.
El peso corporal de los animales tiroidectomizados fue inferior al de los
controles a los 4, 8 y 20 días de vida, y a esas edades la variación de dicho peso
encontrada osciló frente a las ratas control entre un 13.28%, 21.75% y un 40.19%,
repectivamente (Tabla 12).
Finalmente, en ambas poblaciones (hipotiroidea y control), se observó un
aumento progresivo del peso corporal con la edad a lo largo de la etapa estudiada.
3.7.2. Niveles séricos de 113 y 114 y plasmáticos e hipofisarios de GH.
Los niveles circulantes de 973 y 14 disminuyeron en todos los animales
hipotiroideos (tratados con MMI y tiroidectomizados) (Tabla 12). No obstante, las
ratas neonatales de 2 y 4 días de vida, que fueron tratadas con MMI (0.02%, p/v)
desde el día 14 de gestación, presentaron unos valores circulantes de hormonas
tiroideas ligeramente inferiores a los de las ratas control a 4 días (38.47%). Por otro
lado, los animales que fueron operados presentaron unos valores séricos muy bajos
de 113 (81.95% y 93.58% a los 8 y 20 días de vida, respectivamente) y 114(84.21%
y 78.96% a los 8 y 20 días de edad) frente a los mostrados por la población control.
Los niveles circulantes de Gil disminuyeron en los animales hipotiroideos de
2 (58.27%) y 4 días de vida (51.89%) respecto a la población control, pero
aumentaron de un modo significativo en las ratas tiroidectomizadas, tanto a los 8 días
de edad (3 días después de la tiroidectomía, 84.17%) como a los 20 días de vida (15
días después de la operación, 248.42%), siempre respecto a los neonatos control
(Tabla 12) como se había encontrado en la primera parte de este trabajo.
El contenido de Gil en pituitaria de las ratas hipotiroideas se alteró en el
mismo sentido, respecto a la población control, a como lo hicieron los niveles
plasmáticos de esta hormona (Tabla 12): disminuyó a los 2 y 4 días de vida en un
60.53 y un 85.11%, respectivamente, y se incrementó a los 8(10.84%) y 20 días de
edad (3.78%).
3.7.3. Glucemia e insulinemia.
Los animales tiroidectomizados presentaron un descenso significativo en los
niveles sanguíneos de glucosa (8 y 20 días de vida) (Tabla 12).
Los valores plasmáticos de insulina no se modificaron en los animales
neonatales tratados con MMI de 2 días de vida, aunque a los 4 días de edad se
observó una disminución en las concentraciones de esta hormona (Figura 42). Por el
176
p‘0
<
-e
~0
~
e-o
4)
<
-e
—
CC
o
o
-eVNo(-4-u-uCo00
o
o
0
0+131
VN
VN
0
0
VN
04
-t
VN
04Or
o
±
1
+1
o04
‘0
‘0
0
V
N
’0
VN
‘t
0
0
+1+1
C
o—
C
o
—
VN
~0VN
VN00
11+1
0
~
e—
~
y
- 0
4
~VN
—
C
o
¿
0±1
+
1
~tfl
VN
-
00~
4—31
+1
0404
Q
N
~
VN
—
o
Co
—
~
t1
~
~00N
o
’
~
e
n
V
—
~
44311e—
~
.
~
i-—
,~
~t~rl
O
ÑÑ
O
3
1
3
1
O
N
~
~
(flVN
±
1
~c
c
l
E
C
O
0
—
-
Q
N
0
-
o
o3
1
3
104
—
V
0
Q
N
—
~
rV
04C
o
d
é
313100
c
oC
o
,
.
.
~00
r
n
~
0
-ó
03131
e
--
~
.¿
o
Z
..o
i
Ñ
N
~03131
O
V
N
y—
QN
~
o
.
.
.
‘
~
t
C
o’
~031+
1VN
VNCo
<2
d
~
0
0
V
CNQN
0
V0
04
00Cdo&o<.3o4)ca
‘0
0
0
0
1
0
0
0
+1+1
‘0
0
V
t
V
r—
CCa)oo
o
‘000eCdoa-
‘a->
E-
QN0~+1+1o
-0
4
QN
CC4)ooo
u
•0oca)-Cdcaa—
‘O)
‘t
Q
N
0
0
0
0+1+1
C
o
0
0
z
4)o4-.o
u
00eCda)
‘CdECCCdo
—
e-
-
C
o
VN
3131
04
en
t’-
00
0
0
0
0
0
4
V
CC4)ooo
u
00E00CdCdL0Co0-o
o
S
d
o
1-1+1
C
V
C
o
~
d
O
4)oa
-
ou
-t
VN
o
QN
+1+1
‘0—
1’-
CM
Ú
O
OQNUNa)Ooo
oo004)e->
5
~C
C
—
a)
Cd
—
~0cd00
0
0
(30
eCd~Cd
4)
4)
-eCdQN
~
Cd
V
E
C
O
o
~
o-
-e
00
a
,
C
d
E
-
-4
va
‘Cd
Cd
~
o
¿2ci
-
e,—’
—
C
d
0
0
-u-u
a)-c
‘t
CCa)
04
eCd(-4E
eo
-
-a
->
e-O
~
U
N
OCd
CC
<a
-
.5.n
•
~
O
0
Cd
a-’
uCdCdcdCdo‘-aa->0-a)
VNooy
Resultados
contrario, las ratas que fueron operadas mostraron unos niveles superiores a los de
sus controles en un 64.86% y un 42.59% a los 8 y 20 días de vida, respectivamente
(Figura 42) igual a lo hallado en la primera parte de este trabajo.
En ambas poblaciones (hipotiroideas y control), se observó un aumento
progresivo en los niveles de insulina circulante, con un pico habitual y claro a los 4
días de vida en las ratas control que no aparece tan claro en las ratas
tiroidectomizadas.
3.7.4. IGFs: niveles séricos y expresión del ARNni hepático.
3.7.4.1. Niveles séricos.
Los niveles de IGF-I en suero de las ratas control (Figura 42) mostraron un
incremento progresivo (de 54.84ng/ml a 148.O9ng/ml) de manera análoga a lo ya
descrito para la insulina.
Los animales tratados con MMI presentaron unos valores de IGF-I inferiores
a los de sus controles a los 4 días de edad (47.28%). Por el contrario, las ratas
tiroidectomizadas mostraron un aumento en los niveles circulantes del péptido que
llegó a ser de un 98.77% a los 20 días de vida y que resultó ser paralelo al
incremento mostrado por la insulinemia en todos los casos, exactamente como
sucedió en la primera parte del trabajo.
La concentración de IGF-II en el suero de las ratas control experimenté un
descenso conforme aumentaba la edad del animal (Figura 42). Las ratas neonatales
de 2 y 4 días de vida, que fueron tratadas con MMI, así como las de 20 días de edad,
que fueron tiroidectomizadas, mostraron un aumento en los niveles circulantes de este
péptido frente a la población control (69.97, 57.33 y 241.00%, respectivamente). Sin
embargo, a los 8 días de vida se igualaron los valores séricos de IGF-II de las ratas
operadas y controles.
3.7.4.2. Expresión del ARNm hepático.
Los animales hipotiroideos mostraron a 2 y 4 días de vida (tratados con MMI)
un descenso en los niveles del ARNm hepático de IGF—I (Figura 42). Sin embargo,
a los 8 y 20 días de edad, en los neonatos tiroidectomizados, se observó un aumento
en la expresión del péptido en hígado, siempre respecto a la población control.
Los niveles de ARNm hepático de IGF-II (Figura 42) aumentaron en las ratas
a las que se les administró el fármaco bociógeno (2 y 4 días de vida), así como en
aquellas de 20 días de edad que fueron tiroidectomizadas, mientras que a los 8 días
de vida (3 días después de la operación) la expresión del MF-II fue menor en la
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población de animales tiroidectomízados respecto a la control.
Se destaca así la existencia de un gran paralelismo entre las variaciones
encontradas para estos péptidos (IGF-I y II) a nivel sérico y de expresión, lo que nos
hace suponer la existencia de una regulación por parte de las hormonas tiroideas a
nivel transeripelonal. Además, se observó una gran similitud de resultados en estas
poblaciones con respecto a las igual tratadas en la primera parte (apartado 3. 1.), con
lo cual ratificamos totalmente nuestros primeros resultados.
3.7.5. Estudio de regresión lineal y correlación.
El análisis de regresión y correlación entre IGF-I e insulina y Gil se efectuó
reuniendo en cada análisis los datos de las diferentes edades estudiadas.
La correlación fue muy buena y positiva entre IGF-I e insulina, tanto para
población hipotiroidea (r~ 0.89, pC 0.001) como para la control (r= 0.84, p<
0.0 1) (Figura 43). Sin embargo, estas poblaciones mostraron una correlación negativa
(rr= -0.12, p< 0.05 y r~ -0.93, p<O.Ol para las ratas hipotiroideas y controles,
respectivamente) cuando se representaron los niveles de IGF-I frente a los de GH
(Figura 43), igual que lo obtenido en la primera parte.
3.7.6. IGFBPs: niveles séricos y expresión del ARNm hepático.
3.7.6.1. Niveles séricos.
3.7.6.1.1. Western ligand blot.
Los animales que fueron sometidos al tratamiento con el fármaco bociógeno
presentaron una pauta diferente, respecto a las fluctuaciones observadas en los niveles
circulantes de las IGFBPs, frente a aquellas ratas que se tiroidectomizaron.
Los niveles séricos de las proteínas de 3OkDa de los neonatos hipotiroideos
disminuyeron a los 2 y 4 días de edad (poblaciones tratadas con MMI desde el día
14 de gestación), mientras que aumentaron a 8 y 20 días de vida (animales
tiroidectomizados) frente a las ratas control (Figura 44).
La IGFBP-3 disminuyó en los animales hipotiroideos (tratados con MMI y
tiroidectomizados) en todas las edades consideradas en el estudio (Figura 44).
La población control, como ya se ha señalado en otras ocasiones, mostró los
cambios de las proteínas transportadoras asociadas al desarrollo; esto es, los niveles
de IGFBP-1 y 2 disminuyeron al aumentar la edad del animal, mientras que la
proteína de alto peso molecular siguió el patrón contrario (aumentó conforme lo hacía
la edad de la rata).
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3.7.6A1. Western inmunoblot.
Los niveles circulantes de IGFBP-1 se comportaron de modo muy distinto
según el protocolo a que fue sometido el animal. Las poblaciones a las que se les
administró MMI (2 y 4 días de vida) presentaron unas cifras séricas de esta proteína
disminuidas, mientras que la tiroidectomía (8 y 20 días de edad) produjo un aumento
en sus niveles, siempre respecto a los neonatos control (Figura 44), siguiendo igual
pauta que la insulina.
El tratamiento de las membranas con anti-IGFBP-2 nos reveló un aumento
significativo en los niveles séricos de esta proteína de bajo peso molecular en todos
los animales hipotiroideos (tratados con MMI y tiroidectomizados) respecto a las ratas
control (Figura 44).
3.7.6.2. Expresión hepática.
Los niveles de ARNm hepático de IGFBP-1 se encontraron disminuidos en los
neonatos hipotiroideos que fueron tratados con MMI respecto a los controles y, por
el contrario, los animales tiroidectomizados mostraron un aumento de la expresión
de IGFBP- 1, tanto a los 8 como a los 20 días de vida (Figura 45), al igual que
ocurría con los niveles circulantes.
Los animales hipotiroideos mostraron unos niveles de ARNm de IGFBP-2 en
hígado (Figura 45) superiores a los de sus controles en todas las edades estudiadas,
excepto a los 2 días de vida, en que no se modificaron con respecto a controles.
La expresión de la proteína de 45kDa (IGFBP-3) en hígado disminuyó en las
ratas hipotiroideas respecto a las controles en todas las edades consideradas, excepto
a los 4 días de vida (Figura 45).
Estos resultados nos muestran, por tanto, la existencia de un paralelismo entre
los valores séricos y la expresión del ARNm hepático de las proteínas transportadoras
encontradas para estos animales. Además, se encuentra también un perfil análogo en
cuanto a las alteraciones en los niveles de las IGFBPs entre los animales de 10, 15
y 20 días de vida tratados con MMI (ver apartado 3.1.) y los de 2 y 4 días de edad.
Se debe destacar tan solo que las ratas de 2 y 4 días de vida presentaron unos niveles
en el complejo proteico de 3OkDa (Western ligand blot) disminuidos frente a sus
controles, mientras que los animales de 10, 15 y 20 días de vida, que fueron tratados
también con MMI, mostraron unos valores de IGFBP-1 y 2 aumentados; esta
diferencia quizás se deba a un descenso más acusado en los valores individuales de
IGFBP-1, a 2 y 4 días de edad, respecto a 10, 15 y 20 días de vida o a que 2 y 4
183
Fig 45 Expresión hepática del ARNm y cuan4ficación densitométrica de IGFBP-1, 2 y 3 en
neonatos hipotiroideos (MMI y T) y controles (C) de 2, 4, Sy 20 días. El análisis
se efectuó mediante el ensayo de protección de ribonucleasas. Media + DS de 4
análisis deferentes. * Sign~ficacián estadística respecto a la población control.
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días son edades muy inmaduras.
3.7.7. Niveles de GLUTs en membrana cruda.
3.7.7.1. Corazón.
El corazón es un tipo especial de músculo esquelético que, como se ha
mencionado, cuenta con dos tipos de transportadores de glucosa, el GLUT-1 y el
GLUT-4.
El GLUT-1, que disminuye al aumentar la edad del animal en la rata control
(Figura 46), incrementó sus niveles significativamente en las membranas plasmáticas
de este tejido por la falta de hormonas tiroideas a los 4 y 8 días de edad respecto a
los animales control. A los 2 y 20 días de vida no se encontró diferencia entre las dos
poblaciones consideradas (hipotiroideas y controles) -
En los animales control y, también en los hipotiroideos, el GLUT-4 aumentó
con la edad de la rata (Figura 46). Los niveles de este transportador de glucosa
disminuyeron tanto en los animales tratados con MMI como en los tiroidectomizados
respecto a los controles, excepto a los 2 días de vida en que sus valores fueron
iguales a los de la población control.
A la vista de los resultados, se podría sugerir que la falta de hormonas
tiroideas provoca un retraso o una alteración en el patrón de cambio de los GLUTs,
se produce una disrupción en el incremento de los niveles de GLUT-4 (propio del
animal adulto).
3.7.7.2. Hígado.
El GLUT-1, en el hígado, aumentó en los animales hipotiroideos respecto a
los controles a los 4, 8 y 20 días de vida, al igual que en el corazón. No se encontró
diferencia estadisticamente significativa en los niveles de este tranportador entre las
dos poblaciones (hipotiroidea y control) a los 2 días de edad (Figura 46).
El GLUT-2, que es el transportador de glucosa mayoritario en el hígado,
aumentó al hacerlo la edad del animal en las ratas control (Figura 46). En las ratas
hipotiroideas, los niveles de GLUT-2 aumentaron a los 2 y 8 días de vida, pero a los
20 días de edad, momento en que los animales llevan un largo tiempo sufriendo las
alteraciones metabólicas debidas a los bajos niveles de hormonas tiroideas, mostraron
un descenso significativo que, quizá, no se observó antes por la necesidad de una
situación de hipotiroidismo prolongado para que se produzca una adaptación
(reducción de los niveles de GLUT-2) en este órgano clave para el metabolismo
glucídico. De nuevo, parece que las situaciones de hipotiroidismo provocan una
185
CORAZONA
GLUT—1 eS eS a — GLUT-4
— - a —
*
vaCd
0-
cd
1-
1-
Cd
(a
4>
Cd
a)
CO
Ca
o-
‘o
Cd
UN
4>
1400 -
1200
1000-
800-
600 -
400 -
200
0-
3d, 2Odv
T
U
~J2t
2dv 4dv 8dy
MMI 1
HIGADO
GLUT-1 58 1
UN
Cd
0-
CO
1-
-O
‘a
Cd
En
4>
-a)
CO
•0
a)
Cd
Ca
o-
‘o
-o
Cd
jo
o4>
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200
o
2dv 4dv
MMI
-a tl GLUT-2
UN
Cd
‘a
e--
‘a
Cd
va
4>
Cd
-v
CdCa
o-
‘o
Cd
UN
a)
4>
2000
1600
1000
500
O
1
— —
MMI
— ea —
T
H(MMI/T) Lic
F¡g 46 Contenido de GL UT 1 y GLUT-4 en el corazón (A) y de GLUT-1 y GLUT-2 en
hígado (B) de ratas hipotiroideas (MMI y T) y controles (C) de 2, 4, 8 y 20 días.
Se analñaron por “Western inmunoblot” SOy 2Optg de proteínas en el corazón para
uno y otro transportador, y liS y 2Sgg de proteínas en el hígado para uno y otro
transportador, respectivamente. Se muestra la cuantfficación densitométrica y el
valor medio + DS de 4 análisis distintos. * Sign~cación estadística respecto a la
población control.
Cd
‘a
Cd
1-
‘a
Cd
Co
4>
Cd
-c
o
o-
‘O
-v
CO
UN
o
4>
4000 -
3000
2000 -
1000-
0
*
2dv 4dv
MMI
B
Bdv 2Odv 2dv 4dv 8dÚ 2Odv
Resultados
disrupción en el patrón de incremento de este transportador, al igual que sucedía con
el GLUT-4 en el corazón.
3.7.7.3. Músculos esqueléticos: cuadriceps y gastrocnemius.
En las ratas tratadas con MMI, a los 2 días de vida, se encontró un aumento
en los niveles de GLUT-1 respecto a la población control; este incremento fue
estadisticamente significativo en el cuadriceps, pero no en el gastrocnemius (Figura
47). Sin embargo, a los 4 días de edad, el descenso en los valores de GLUT-1 de los
animales hipotiroideos fue mayor en el gastrocnemius que en el cuadriceps.
Finalmente, el contenido en GLUT-1, tanto en las membranas de cuadriceps como
en las de gastrocnemius, aumentó a los 3 y 15 días después de la tiroidectomía (8 y
20 días de vida).
El GLUT-4 disminuyó en ambos músculos a los 4 días de vida en los animales
hipotiroideos que fueron tratados con MMI (Figura 47). Por el contrario, a los 3 y
15 días después de la operación (8 y 20 días de edad) se encontró un aumento en el
contenido de este transportador en la fracción membranosa de ambos tejidos para la
población de ratas operadas.
No se encontró diferencia entre los niveles de GLUT-4 de los dos músculos
esqueléticos entre las ratas hipotiroideas y control a los 2 días de vida.
3.7.8. Resumen de los resultados del estudio del hipotiroidismo en ratas
neonatales.
Los resultados mostrados por estos animales neonatales fueron iguales a los
ofrecidos por las ratas de 10, 15 y 20 días tratadas con MMI (2 y 4 días en este
estudio) y tiroidectomizadas (8 y 20 días) (apartado 3.2.7.).
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Cuadro 6.- Resumen de los resultados de los estudios del hipotiroidismo en
ratas neonatales tratadas con MMI (MMI) y tiroidectomizadas (T) respecto a la
población control -
MMI T
GLUCEMIA ¿
INSULINEMIA 4 t
Gil CIRCULANTE 4 1
Gil HIPOFISARIA 4 1
IGF-I CIRCULANTE
ARNm 1GW! 4 1
IGF-fl CIRCULANTE t 1
ARNm IGE-Il 1 1
IGFBP-l CIRCULANTE 1
ARNm IGFBP-1 4 1
IGPBP-2 CIRCULANTE 1 1
ARNm IGFBP-2 1 1
IGFBP-3 CIRCULANTE 4 4
ARNm IGFBP-3 4 ¿
3.7.9. Resumen de los resultados de las variaciones de los transportadores
de glucosa (GLUTs) en ratas hipotiroideas neonatales.
El hipotiroidismo aumenta en todas las etapas el GLUT- 1 por encima de los
controles y baja el GLUT-4 de una forma clara en corazón. En los músculos
esqueléticos parece haber un aumento de GLUT-4 cuando la insulina está alta y
disminución cuando está baja, y el GLUT-I tiende a aumentar con el hipotiroidismo.
En el hígado, el GLUT-1 tiende a aumentar en el hipotiroidismo. El GLUT-4 parece
aumentar y disminuir con la insulina e IGF-I.
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Discusión
4. DISCUSION.
4.1. ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES DEL AXIS IGFs/IGFRPs EN
SITUACIONES DEHIPOTIROIDISMO DESDE LAETAPA NEONATAL A LA
ADULTA.
En la actualidad, hay un número creciente de datos que sugieren que las
hormonas tiroideas están íntimamente involucradas en la regulación del axis GH/IGF
a varios niveles. A pesar de que las hormonas tiroideas ejercen acciones sobre la
pituitaria, bien alterando el número de células somatotropas (Kitauchi, 1998), bien
influyendo sobre la expresión del gen de GH (Evans, 1982), todos los efectos de las
hormonas tiroideas sobre el sistema IGFs/IGFBPs no parecen estar mediados por la
GH (Gaspard, 1978; Ikeda, 1989; Nanto-Salonen, 1993). En realidad, la hormona de
crecimiento, y no la insulina, ha sido el objetivo de la mayoría de los estudios, dado
que se consideraba como el posible mediador de los efectos de las hormonas tiroideas
sobre el sistema IGF/IGFBP (Burstein, 1979; Nanto-Salonen, 1993; Mielí, 1994), a
pesar de que la T3 y la T4 afectan a la mayoría de los aspectos del metabolismo
modificando muchas hormonas como la insulina y las catecolaminas (Azam, 1990),
y aunque también la secreción de los IGFs está regulada por el estado nutricional y
metabólico (Straus, 1994; Thissen, 1994). En este estudio, las ratas se
tiroidectomizaron para conseguir una reducción máxima de los niveles de hormonas
tiroideas y, además, para prevenir los distintos efectos sobre la insulinemia motivados
por las drogas bociógenas (John, 1970; John, 1974). Los resultados que se
desprenden de este estudio, obtenidos pocos días después de la tiroidectomía,
muestran los efectos a corto plazo de unos niveles de hormonas tiroideas
extremadamente reducidos sobre diferentes parámetros, analizados desde la etapa
neonatal a la adulta, y señalan el hecho de que los efectos de la función tiroidea sobre
el sistema IGFs/IGFBPs dependen de la etapa de desarrollo del animal, como
previamente habían mostrado otros modelos experimentales (Gallo, 1991; Nanto-
Salonen, 1992).
4.1.1. Niveles de IGFs en suero y expresión de su ARNm en hígado en
animales neonatales hipotiroideos.
El peso corporal disminuyó en las tres poblaciones hipotiroideas (neonatal,
destetada y adulta) y los valores de hormonas tiroideas fueron muy bajos a los 5 días
después de la tiroidectomía, de acuerdo con estudios previos realizados por Coiro y
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col. (1979) y Walker y Dussault (1980). Las ratas destetadas, y más claramente las
adultas, mostraron un descenso del peso corporal acompañado de una disminución de
las hormonas tiroideas y Gil circulantes, así como del contenido hipofisario de
hormona de crecimiento, y porel contrario, en las ratas neonatales tiroidectomizadas,
el descenso del peso corporal no se acompañó de una reducción en los niveles
plasmáticos de GH o séricos de IGF-I; por tanto, estos resultados apoyaron el papel
crucial de las hormonas tiroideas en la regulación del crecimiento durante los estadios
inmaduros del desarrollo, como previamente se había descrito en ratas neonatales
hipofisectomizadas (Glasscock, 1992), y en contraste con la eficacia limitada de la
T4 para favorecer el crecimiento en ratas adultas hipofisectomizadas (Glasscock,
1981). En las ratas destetadas, se encontró un descenso en los niveles de OH
circulante e hipofisaria a los 15 días después de la tiroidectomía de acuerdo con otros
autores que previamente habían mostrado un descenso a los 10 días después de la
operación (Coiro, 1979); sin embargo, en las ratas adultas, se encontró una reducción
en los valores hipofisarios y plasmáticos de Gil ya a los 5 días después de la
tiroidectomía. Una posible explicación para esta diferencia es el hecho de que el
mecanismo regulatorio hipotalámico para la liberación de Gil de la pituitaria se está
desarrollando durante el periodo neonatal en la rata (Kitauchi, 1998) y
probablemente, la falta de sensibilidad a las hormonas tiroideas en la hipófisis para
la síntesis de GH madura durante el periodo neonatal y está ya plenamente establecida
en la etapa adulta. Glydon y col. (1957) demostraron que el plexo primario de la
eminencia media no se forma en la rata hasta el quinto día de vida postnatal, y que
la concentración de somatostatina aumenta durante el periodo neonatal hasta alcanzar
un pico a los 28 días de edad. Esta inmadurez del sistema endocrino podría explicar
el hecho de que los neonatos de 10 días (5 días después de la tiroidectomía)
mostraran un aumento inesperado, que se mantiene hasta los 20 días (15 días después
de la operación), en los niveles de Gil plasmática e hipofisaria y de insulina, en
contra de lo que se observó en los adultos. Para confirmar las diferencias encontradas
entre neonatos y adultos, fue necesario llevar a cabo un estudio de ratas neonatales
tratadas con MMI, que se discutirá más adelante.
Se encontró un paralelismo entre los niveles plasmáticos de GH e insulina en
todas las poblaciones, ambos parámetros aumentaron en las ratas neonatales
tiroidectomizadas, mientras que disminuyeron en los animales destetados a los 15 días
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después de la tiroidectomía, y en los adultos, en todos los estadios. Así pues, insulina
y GH modificaron los valores en la misma dirección en todos los grupos
hipotiroideos, lo que está de acuerdo con el hecho de que bajos niveles de hormonas
tiroideas en animales adultos disminuyen los valores plasmáticos de GH e insulina
(Montes, 1977; Bedo, 1991), y además, la diabetes, en adultos, se caracteriza por un
efecto inhibitorio sobre la secreción de Gil, mientras que el tratamiento con insulina
normaliza los niveles plasmáticos e hipofisarios de GR (González, 1985; Robinson,
1987). Además, el paralelismo en el cambio de los niveles circulantes de insulina y
GH, así como las concentraciones de GR hipofisaria observadas en este estudio,
apoyaron la validez de las variaciones plasmáticas de Gil obtenidas en una sola toma
de muestra, dado que es bien sabido que la secreción de Gil es episódica y sigue un
ritmo circadiano (Tannebaum, 1976). No obstante, el mecanismo por el que las
hormonas tiroideas contribuyen a la regulación de la homeostasis de la glucosa y la
insulina es complejo (Lenzen, 1984). El hipotiroidismo experimental se acompaña de
niveles de insulina basal normales, aumentados o disminuidos (Lenzen, 1984), y las
variaciones se pueden explicar por diferentes mecanismos de adaptación metabólica
a la falta de hormonas tiroideas, depediendo del estadio de desarrollo, dado que la
somatostatina aumenta durante el periodo neonatal (Walker, 1977) e inhibe la
secreción de insulina (Alberti, 1973). Lenzen y col. (1976) encontraron un aumento
en la secreción de insulina de los islotes pancreáticos en las ratas después de la
tíroidectomía, como mostraron nuestros resultados para los animales neonatales, pero
otros autores han descrito un descenso de la sensibilidad a la insulina en situaciones
de hipotiroidismo (Morovat, 1998). Con el fin de evaluar si el incremento de la GH
y la insulina en las ratas neonatales podría ser explicado simplemente por la
inmadurez del animal, o sí está involucrada la ausencia de glándula tiroidea en esta
adaptación, se estudió una población de ratas neonatales tratadas con MMI
(hipotiroideas-MMI) en las mismas etapas que los animales tiroidectomizados.
Las ratas hipotiroideas tratadas con MMI mostraron unos bajos niveles de
hormonas tiroideas, junto con unos niveles plasmáticos e hipofisarios de OH
disminuidos, y una insulinemia también inferior a la de las ratas control. Estos
resultados sugieren que, en etapas inmaduras de desarrollo del sistema hipotalámico,
el desequilibrio provocado por la falta de glándula tiroidea aumenta los niveles
plasmáticos de OH e insulina, y que los valores aumentados de insulina y OH, que
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habíamos encontrado en los animales neonatales tiroidectomizados, no se deben a la
inmadurez del animal, puesto que en los animales neonatales tratados con MMI la
insulina desciende. La estimulación /3-adrenérgica aumenta la concentración
plasmática de insulina en los organismos eutiroideos (Okajima, 1978), y el
tratamiento de las ratas con glucocorticoides aumenta la insulinemia basal (Aránguez,
1986); no obstante, el estudio de las consecuencias de las adaptaciones al stress
quirúrgico bajo una situación de ausencia de hormonas tiroideas será objeto de
investigaciones futuras. Además, el posible efecto de los bociógenos per se sobre la
insulina plasmática (John, 1970; John, 1974) podría jugar un papel en la reducción
de los niveles circulantes de esta hormona encontrada en las ratas tratadas con MMI.
En cualquier caso, el estudio comparativo de dos poblaciones neonatales en
las que se provocó el hipotiroidismo por distintos medios, permitió encontrar
diferencias claras entre ambos grupos: los neonatos tiroidectomizados mostraron un
aumento en los niveles séricos y de expresión del ARNm hepático de IGF-I en
presencia de unos niveles plasmáticos de insulina altos y, por el contrario, se
encontró una reducción en los tres parámetros anteriores para el caso de las ratas
hipotiroideas tratadas con MMI. Aunque en los animales hipotiroideos tratados con
MMI ya se había descrito una reducción del IGF-I (Gallo, 1991; Nanto-Salonen,
1991; Nanto-Salonen, 1993), nunca se habían determinado los niveles de insulina, ni
se había calculado la correlación existente entre esta hormona y el IGF-I en estas
condiciones -
La correlación alta y positiva encontrada entre los niveles circulantes de
insulina e IGF-I en la etapa neonatal se confirmó por el análisis de regresión lineal,
donde además, se mostró una correlación pobre entre los valores plasmáticos de GH
y los séricos de IGF-I (Figura 10). Se lialló una correlación positiva igualmente alta
entre insulina e IGF-I en las ratas hipotiroideas tratadas con MMI, lo que apoyó
resultados previos de nuestro grupo y otros autores que parecían indicar que el
balance insuhina/nutrientes, más que la Gil, regulaba la secreción del IGF-I en
estadios inmaduros de] desarrollo (Johnson, 1989; Bóni-Schnetzler, 1991; Rivero,
1995; Goya, 1996).
Por otro lado, tanto la tiroidectomía como el tratamiento con MMI alteró el
perfil normal de descenso progresivo del IGF-II asociado a la edad mostrado por las
ratas control (Donovan, 1989). Las diferencias encontradas en la regulación de IGF-II
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entre los dos grupos de animales neonatales hipotiroideos se pueden explicar por el
efecto regulador de la glucemia sobre el IGF-II que había sido sugerido en periodos
inmaduros (Rivero, 1995; Goya, en evaluación en J. Biol. Chem.), dado que los
niveles de glucosa en sangre estaban disminuidos en las ratas tiroidectomizadas, pero
no en las tratadas con MMI.
4.1.2. IGFs en animales detetados y adultos tiroidectomizados.
En este estudio, las ratas hipotiroideas destetadas y adultas mostraron unos
valores séricos y de expresión del ARNm hepático de IGF-I disminuidos en todos los
estadios, junto con un descenso de los niveles de GH e insulina de acuerdo con lo que
se había descrito previamente (Rodríguez-Arnao, 1993b).
Los análisis de regresión lineal en estos estadios, destetado y adulto,
mostraron una correlación alta y positiva entre los niveles plasmáticos de Gil y los
séricos de IGF-I, aunque dicha correlación fue pobre para la insulina. En cualquier
caso, el descenso de los niveles de la GIl hipofisaria y plasmática y de la insulinemia
tras la tiroidectomía fue más rápido en la etapa adulta que en la destetada, lo que
sugiere que las ratas destetadas constituyen una etapa intermedia en el desarrollo del
sistema regulador entre la inmadurez, periodo neonatal, y el estado adulto. Todos
estos resultados llevan a la conclusión de que los efectos de las hormonas tiroideas
sobre la secreción de los IGFs dependen de la edad, como se había sugerido
previamente para las IGFBPs (Nanto-Salonen, 1992). Esta dependencia de la edad
parece estar causada no sólo por la inmadurez del sistema endocrino para la
adaptación, sino tambiénpor un mecanismo regulatorio distinto entre ambos estadios.
Parece que la mediadora de los efectos de las hormonas tiroideas sobre la secreción
de IGFs en etapas inmaduras es la insulina, pasando luego a ser la GEl en etapa
adulta. Sin embargo, para confirmar nuestra hipótesis y excluir el posible papel
regulador de la Gil, que cambiaba en igual sentido que la insulina, se bloqueó la
secreción de la insulina en las ratas neonatales tiroidectomizadas mediante la
administración de STZ, y las ratas destetadas y adultas operadas se trataron con
insulina.
4.1,3. IGFs en animales tiroidectomizados neonatales tratados con
estreptozotocina (STZ) y en destetados y adultos tratados con insulina.
Los animales neonatales tiroidectomizados tratados con STZ, como se
esperaba, presentaron unos niveles bajos de insulina 5 días después de iniciar el
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tratamiento (20 días), pero las cifras de Gil en plasma se mantuvieron en unos
valores similares a las ratas control, y su contenido hipofisario comenzó a disminuir
como sucedía en las situaciones de diabetes en la rata (Montes, 1977; Giustina,
1994). En estas condiciones (hormonas tiroideas disminuidas, niveles plasmáticos de
Gil elevados y reducidos de insulina), se encontró un descenso en los valores de IGF-
1, que ya había sido descrito en nuestro laboratorio en trabajos realizados con ratas
diabéticas (Rivero, 1995; Goya, 1996), y se mostró la existencia de una correlación
positiva entre insulina e IGF-I (r= 0.98, p < 0.05>. En cuaquier caso, el tratamiento
con SIZ causó un aumento en los niveles séricos y en la expresión del ARN de IGF-
II en los neonatos tiroidectomizados, lo que sugiere, como previamente se ha
mencionado para los neonatos tratados con MMI, el papel regulador de la glucemia
sobre el IGF-II. De hecho, Goya y col. (en evaluación en J. Biol. Chem.), de nuestro
propio grupo, han demostrado mediante estudios in vitro con hepatocitos fetales de
rata que la glucosa ejerce un doble efecto sobre la expresión del gen de este factor
de crecimiento, dado que induce su transcripción e incrementa la estabilidad del
ARNm, y además, el hipotiroidismo parece retrasar la aparición del cambio de la
expresión de las formas fetales de los JGFs a las adultas (Gallo, 1991).
Por otro lado, la administración de insulina aumentó el peso corporal de las
ratas destetadas y adultas tiroidectomizadas respecto a los animales operados, dado
que la hiperinsulinemia se acompaña de un aumento de las necesidades energéticas
(Melian, 1997). Sin embargo, no altera los niveles de Gil, lo que sugiere la
necesidad de un tratamiento de mayor duración o de dosis superiores de dicha
hormona para aumentar los niveles circulantes de GIl (Ortiz-Caro, 1984).
4.1.4. Consideraciones finales del estudio de las variaciones de los IGFs.
Los datos presentados sugieren que la insulina, y no la Gil, media los efectos
de las hormonas tiroideas sobre la secreción del IGF-I en la etapa neonatal del
desarrollo; en cualquier caso, dado que en el estado adulto el sistema neuroendocrino
ha madurado y se han establecido las conexiones, la Gil media los efectos tiroideos
sobre la secreción del IGF-I. La regulación del sistema hormona tíroidea/IGF es
compleja, pero se clarificará en la segunda parte de este trabajo por el estudio de las
IGFBPs en estas poblaciones y por los experimentos de rehabilitación de
hipotiroidismo mediante la administración de T4.
Pensamos que el papel de la insulina, que ha sido olvidado, debería ser
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considerado en los estudios de las relaciones entre la función tiroidea e IGF-I en las
etapas inmaduras del desarrollo. El papel preciso de la insulina en el organismo
adulto, cuando la regulación del IGF-I por la GH está totalmente establecida, será
objeto de investigaciones futuras, ya que el equilibrio insulina/nutrientes parece
interar de forma sutil con la Gil en adulto sobre la regulación del axis IGFs/IGFBPs
(Goya, en prensa en Life Sci.).
4.1.5. IGFBPs: niveles séricos y expresión del ARNm hepático en animales
hipotiroideos neonatales.
En el suero, las IGFBPs juegan un importante papel en la regulación de las
acciones de los IGFs en situaciones fisiológicas y patológicas (Rajaram, 1997), así
algunos estudios sobre la regulación de estas proteínas transportadoras han mostrado
que, en dichas situaciones, algunas hormonas pueden influir sobre los niveles séricos
de una o varias IGFBPs (Jones, 1995; Rajaram, 1997). Además, se sabe que la
regulación del axis IGFs/IGFBPs depende del estado nutricional (Clemmons, 1991;
Thissen, 1994), con lo que la influencia de las hormonas tiroideas, que afectan a
todos los aspectos del metabolismo, sobre dicho axis será compleja.
Las hormonas tiroideas, al igual que los IGEs (IGF-1 y II), juegan un papel
fundamental en el inicio y el mantenimiento del crecimiento somático en los
mamíferos, y las IGFBPs modulan la actividad biológica de los IGFs (Rechíer, 1993;
Jones, 1995; Rajaram, 1997). Anteriormente, y en las tres poblaciones de ratas
(neonatal, destetada y adulta), se han estudiado las variaciones de los JGFs y su
expresión del ARN hepático, y se ha establecido el papel de la insulina como
mediadora de los efectos de las hormonas tiroideas sobre la secreción de los IGFs en
etapas inmaduras, pasando a depender en el adulto dichos efectos de la Gil. Las
variaciones séricas de las IGFBPs se han estudiado en situaciones de alteración
nutritiva (Straus, 1994; Thissen, 1994), y también se han descrito variaciones
diurnas, sobre todo para IGFBP-l (Baxter, 1987), lo que está relacionado con la
ingesta, dado que el estado metabólico de un individuo se refleja en el nivel de
insulina, el cual, como se ha descrito, regula la secreción de IGFBP-1 (Lewitt, 1994;
Baxter, 1995).
Las variaciones de la glucosa, insulina, GH, T3, T4 e IGF-I circulantes, así
como el contenido de Gil en hipófisis y el peso corporal, respecto a los animales
neonatales, destetados y adultos eutiroideos, pueden verse en las Tablas 4, 5 y 6,
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respectivamente. Las ratas neonatales presentaron dos situaciones diferentes en cuanto
a los valores de insulina, Gil e IGF-I circulante, puesto que estos niveles fueron
superiores a los de los animales control en la población tiroidectomizada, e inferiores
en la tratada con MMI, tanto a 10 y 15 como a 20 días de vida (5, 10 y 15 días
después de la tiroidectomía en la primera población). Sin embargo, el peso corporal
y las hormonas tiroideas séricas disminuyeron en ambos grupos de animales respecto
a los controles. Estas diferentes variaciones encontradas para las dos poblaciones
neonatales hipotiroideas, en cuanto a los niveles plasmáticos de insulina y Gil,
sugieren que en etapas inmaduras del sistema hipotalámico, el desequilibrio causado
por la extripación del tiroides aumenta las concentraciones circulantes de insulina y
GIl, quizás por una estimulación adrenérgica (Okajima, 1978) o por los
glucocorticoides (Aránguez, 1986); también alerta sobre el posible efecto de los
bociógenos per se sobre la insulinemia (John, 1970; John, 1974), que podrían jugar
un papel en el descenso de los niveles de la insulina circulante en la población tratada
con MMI. Sin embargo, ello permitió estudiar, como se hizo con los IGFs, las
variaciones en la secreción de las IGFBPs en dos poblaciones de ratas hipotiroideas
que presentaron un cuadro metabólico diferente.
4.1.5.1. IGFBPs en los animales neonatales hipotiroideos y tratados con
STZ.
En estas condiciones, las poblaciones hipotiroideas (tratada con MMI y
tiroidectomizada) presentaron, en el suero, unos niveles altos para el complejo de
3OkDa (IGFBP-1 y 2) y bajos, para el de 45kDa (IGFBP-3>. Sin embargo, este
aumento fue mayor en los animales tratados con el fármaco bociógeno que en los
tiroidectomizados (Figura 11), y tanto el análisis de los niveles circulantes por
“Western inmunoblot como el de los tránscritos hepáticos, parecieron mostrar que
dicho incremento en los valores del complejo de 3OkDa fue debido a la IGFBP-2 en
las ratas tratadas con MMI, de acuerdo con lo observado por otros autores (Nanto-
Salonen, 1991; Nanto-Salonen, 1992; Nanto-Salonen, 1993; Rodríguez-Arnao, 1994).
Sin embargo, nuestros resultados encontrados para las ratas neonatales
tiroidectomizadas parecieron mostrar que el aumento de IGFBP-2 no era debido a la
deprivación de las hormonas tiroideas circulantes directamente, como se había
pensado, ya que en ambas poblaciones neonatales los niveles de T3 y 3’4 están muy
bajos con respecto a la control (Tabla 4) y no aumenta tanto IGFBP-2 en la población
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tiroidectomizada como en la que fue tratada con el bociógeno; quizás, en la población
hipotiroidea tratada con MMI el aumento de IGFBP-2 es debido a una situación de
diabetes (baja insulina y glucosa igual que controles, Tabla 4), ya que se ha
establecido que la IGFBP-2 aumenta durante los estados de diabetes suave (Ooi,
1990; Bereket, 1995; Strasser-Vogel, 1995), y también se ha visto que IGFI3P-2 se
regula de manera inversa por la insulina y que el tratamiento con insulina normaliza
sus niveles (Lewitt, 1994>.
Se ha establecido que la insulina está involucrada en la regulación de los
niveles séricos de JGFBP-1 (Holly, 1988; Lewitt, 1994), y que los valores de esta
proteína transportadora varian por la ingesta de alimentos (Yeoh, 1988), descendiendo
después de la comida por el efecto directo de la insulina. Sin embargo, en las ratas
tiroidectomizadas, que presentaron altos niveles de insulina circulante, IGFBP-1
aumentó, no descendió, tanto a nivel circulante como de su ARN en hígado, frente
a los animales control, y en la población hipotiroidea tratada con MMI, que mostró
una baja insulinemia, IGFBP-1 disminuyó, no aumentó, tanto en el suero como en
su expresión hepática; ello se podría explicar porque en los niños, se ha visto que las
alteraciones en los valores circulantes de IGFBP-1 no están ligadas a cambios en la
secreción de insulina (Counts, 1992; Smith, 1995), sino que estarían reguladas por
su estado metabólico global (Cotterill, 1988). No obstante, la dependencia inversa de
la insulina sobre la secreción de IGFBP-1, ya descrita en pacientes diabéticos
(Suikkari, 1988; Quin, 1994; Muñoz, 1996) y en estudios realizados con animales
(Lewitt, 1994), si se manifestó en la población neonatal tiroidectomizada después de
recibir STZ. Además, el hecho de que los niveles circulantes y la expresión en
hígado de esta proteína variaran del mismo modo resultó indicativo de que el efecto
de la insulina sobre la producción de IGFBP-1 estuvo regulado a nivel transcripcional
en el hígado (Pao, 1992).
Los altos valores circulantes de IGFBP-2 de estos animales neonatales
tiroidectomizados tratados con STZ (Rajaram, 1997) se acompañaron de una
expresión hepática disminuida, del mismo modo en que había sido mostrado en ratas
neonatales diabéticas (Rivero, 1995). Esta discrepancia entre los niveles séricos y de
ARNm de esta proteína ligadora evidenció un hecho que ya había sido descrito por
otros autores, y es que la regulación de la expresión del gen de IGFBP-2 se realiza
a nivel post-transcripcional (Ooi, 1992a).
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Los niveles circulantes y la expresión del ARNm hepático de IGFBP-3, menos
abundante en etapas inmaduras, disminuyeron en los animales hipotiroideos
(tiroidectomizados y MMI) respecto a los controles, al igual que sucedía en las ratas
subnutridas y diabéticas (Philipps, 1989; Donovan, 1991; Rivero, 1995; Goya, 1996).
Estas variaciones de IGFBP-3 fueron análogas en ambas poblaciones hipotiroideas,
tiroidectomizada y tratada con MMI, que presentaron niveles de insulina, Gil e IGF-I
aumentados y disminuidos, respectivamente, frente a las ratas control; ello pareció
mostrar una independencia de la IGFBP-3 respecto a Gil e IGF-I en estas etapas
¡maduras, y de forma contraria a lo establecido en adultos (Rechíer, 1993; Jones,
1995), lo que sugeriría una posible acción directa de la deprivación de hormonas
tiroideas.
Por otro lado, los niveles de IGFBP-3 séricos disminuyeron en las ratas
neonatales tiroidectomizadas tratadas con STZ respecto a los animales control, aunque
su expresión en hígado, que era inferior a la de la población control, aumentó
ligeramente respecto a los valores mostrados por las ratas tiroidectomizadas. Se ha
postulado que el déficit de insulina aumenta la actividad proteasa de la IGFBP-3
(Rechíer, 1998), y ello explicaría la disminución encontrada en los animales
neonatales tratados con STZ.
4.1.5.2. Consideraciones finales del estudio de las variaciones de las
IGFBPs.
Creemos pues que estos resultados, en dos poblaciones neonatales
hipotiroideas, ambas con niveles muy reducidos de hormonas tiroideas y diferentes
cuadros metabólicos (niveles circulantes distintos de Gil, insulina y glucosa),
muestran que las variaciones del complejo de 3OkDa (IGFBP-1 y 2), que es el más
abundante en el periodo neonatal (Donovan, 1989; Rivero, 1995), parecen regidas no
por una acción directa de la falta de hormonas tiroideas, sino por la repercusión que
ello tiene en el estado metabólico del animal; por tanto, el aumento del complejo de
3OkDa respecto a los valores control parece debido a IGFBP-1 y 2 en los animales
tiroidectomizados y sólo a IGFBP-2 en los tratados con MMI. Todo ello además,
pone de relieve la importancia de la insulina en la regulación del complejo de 3OkDa
en los animales neonatales, que ya fue puesta de manifiesto para la regulación de
IGF-I. Por otra parte, en ambas poblaciones hipotiroideas neonatales
(tiroidectomizadas y tratadas con MMI) existe un paralelismo entre los niveles
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circulantes obtenidos para IGFBP-1 y 2 y su expresión del ARN hepático (Figuras
11, 12 y 13), sugiriendo una regulación transcripcional (Rodríguez-Arnao, 1994). La
regulación del complejo de 3OkDa, en estas ratas, concuerda además con resultados
realizados en tejidos fetales y adultos, que muestran que IGFBP-2 aumenta en
situaciones de diabetes ligera, mientras que IGFBP-1 sólo se incrementa ante una
insulopenia severa, en la diabetes (Ooi, 1990), y sugiere un papel biológico específico
para IGFBP-1 y 2.
Se destaca el hecho de que la variación de las IGFBPs en animales neonatales
hipotiroideos coincide con las alteraciones encontradas en neonatos subnutridos, y las
de los animales tratados con STZ en este trabajo coinciden con las de las ratas
diabéticas (Philipps, 1989; Donovan, 1991; Rivero, 1995; Goya, 1996), lo cual
resalta la importancia del estado metabólico del animal en sus regulaciones.
4.1.6. IGFBPs en animales destetados y adultos tiroidectomizados y
tratados con insulina.
Las Tablas 5 y 6 muestran que las tatas hipotiroideas destetadas y adultas
presentaban, respecto a las controles, unos niveles circulantes de insulina, Gil e IGF-
1 disminuidos, junto con variaciones mínimas en la glucemia y muy bajas
concentraciones de hormonas tiroideas. Así pues, los animales destetados y adultos
tiroidectomizados mostraron un cuadro metabólico similar al que presentaron las ratas
neonatales hipotiroideas tratadas con MMI; en estas condiciones, los niveles
circulantes del complejo de 3OkDa y la IGFBP-3 están disminuidos, pero el
tratamiento con insulina de estos animales hipotiroideos restituyó los valores séricos
de IGFBP-3 sólo a 37 días de vida, y aumentó ligeramente el complejo de 3OkDa,
aunque no se llegaron a alcanzar los niveles control en ninguna de las dos
poblaciones, destetada y adulta. La expresión del ARN hepático de IGFBP-1 y 3
presentó unas variaciones paralelas a las mostradas por los niveles circulantes, lo que
sugería la existencia de una regulación transcripcional (Ooi, 1990; Villafuerte, 1996;
Villafuerte, 1997). Sin embargo, el ARN hepático de IGFBP-2 aumentó tanto en los
animales destetados como los adultos, y los ensayos hechos por “Western
inmunoblot” pusieron de manifiesto también un incremento de dicha proteína, como
sucedió con los neonatos hipotiroideos tratados con MMI, que presentaban un cuadro
metabólico muy similar (Tabla 4); ello pareció mostrar de nuevo que, en dichas
condiciones de diabetes ligera (Ooi, 1990), la IGFBP-2 también aumenta en adultos.
201
Discusión
4.1.6.1. Consideraciones finales del estudio de las variaciones de las
IGFBPs en animales hipotiroideos.
Estos resultados muestran que existe una regulacióndiferente y específica para
IGFBP-1, 2 y 3 en las ratas hipotiroideas para cualquier edad que se considere, y
apoyan la conclusión (Nanto-Salonen, 1992) de que las consecuencias de la
deprivación de hormonas tiroideas sobre la secreción de las IGFBPs depende de la
edad. En las ratas neonatales, las variaciones del complejo de 3OkDa, sin embargo,
parecen ser una consecuencia de las alteraciones del cuadro metabólico provocadas
por el déficit de hormonas tiroideas, y no una acción específica directa de estas.
También estos resultados sugieren que la IGFBP-2, en todos los periodos estudiados,
parece tener un papel homeostático en cuadros que cursan con alteraciones
metabólicas, como se había sugerido para la rata adulta durante estados catabólicos
(Orlowski, 1990). Así mismo, se ratificó, por los resultados expuestos, el importante
papel de las hormonas tiroideas como reguladoras del crecimiento en etapas
inimaduras, no sólo por sus acciones específicas conocidas sobre el sistema nervioso
central, sino por sus acciones metabólicas, sobre todo a través de las variaciones de
los niveles de insulina que se producen y que parecen regir alteraciones en el
complejo de 3OkDa que modula la biodisponibilidad de los IGEs en estas etapas. De
nuevo, como se describió en los animales subnutridos y diabéticos (Rivero, 1995;
Goya, 1996), todo ello parece producirse en estas etapas inmaduras de forma
independiente de Gil, como se ha sugerido también en estudios con animales
hipofisectomizados (Glasscock, 1991). Estos resultados, junto con los obtenidos para
los IGFs, alertan además sobre la importancia de la vía de producción del
hipotiroidismo para los estudios de la influencia de las hormonas tiroideas sobre la
regulación del eje IGFs/IGFBPs.
4.2. ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES DEL AXIS IGFs/IGFBPs EN
SITUACIONES DE IIIPOTIROIDISMO (TIROLDECTOMIA) DESDE LA
ETAPA NEONATAL A LA ADULTA DESPUES DE LA REHABILITACION
CON T4.
El retraso del crecimiento es una de las primeras respuestas fisiológicas del
hipotiroidismo, por ello todos los animales tiroidectomizados mostraron un menor
peso corporal respecto a sus controles (Aláez, 1992a). No obstante, el tratamiento
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con T4 normalizó completamente el crecimiento mediante el implante de pellet, de
acuerdo con lo que se ha descrito ampliamente en la bibliografía, que la
administración de GR o T4 restaura el crecimiento de las ratas tiroidectomizadas
(Nanto-Salonen, 1992; Nanto-Salonen, 1993).
La administración de una dosis de 1.5p¿g/IOOg de peso de T4 a estas ratas
tiroidectomizadas no igualó los niveles de las hormonas tiroideas circulantes en estos
animales a los de la población control. Las ratas neonatales tienen unos niveles en
suero más elevados de hormonas tiroideas de forma fisiológica, por ello,
probablemente, la dosis de T4 utilizada (1.Spg/íOOg de peso) resultó insuficiente para
la rehabilitación de los niveles de las hormonas tiroideas. No obstante, esta cantidad
de tiroxina sí resultó adecuada para incrementar, incluso por encima de los valores
control, los niveles plasmáticos e hipofisarios de Gil, lo que evidenció la gran
sensibilidad de la pituitaria de estos animales neonatales a la regulación por las
hormonas tiroideas (Kim, 1993).
La tiroidectomía causó un incremento en la insulinemia de los animales
neonatales, pero la administración de T4 no disminuyó los niveles plasmáticos de esta
hormona a los valores control, quizás porque la dosis de tiroxina administrada resultó
insuficiente, ya que se había descrito con anterioridad que el tratamiento con T3 de
ratas hipotiroideas disminuye los niveles de insulina circulante (Azam, 1990).
Las hormonas tiroideas, como se ha mencionado en repetidas ocasiones,
poseen una gran importancia en el crecimiento, y además, los niveles de Gil son
dependientes del estado tiroideo, de ahí que los animales destetados y adultos
operados presentaran un menor peso corporal y niveles de GIl circulante e hipofisaria
disminuidos respecto a las ratas control. No obstante, la administración de T4 produjo
una normalización de los valores de hormonas tiroideas, junto con una recuperación
del peso (Aláez, 1992a) de los animales destetados y adultos que pasó por un
aumento en el contenido y los niveles circulantes de Gil (Nanto-Salonen, 1991).
Glasscock y col. (1991) han descrito una dependencia hormonal similar del
crecimiento en ratas hipofisectomizadas, con una corrección completa del crecimiento
por el tratamiento combinado de T4 y Gil, y una corrección sólo parcial con la
administración de hormona de crecimiento. Además, se ha visto que el hipotiroidismo
disminuye la secreción pituitaria de Gil y sus niveles de ARNm, pero se normalizan
tras el tratamiento con T, (iones, 1990), y también se ha demostrado que la T3
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aumenta la transcripción del gen de Gil (Martial, 1977).
Por otro lado, Hervás y col. (1975) demostraron que los efectos de las
inyecciones de T4 sobre el contenido hipofisario de Gil de las ratas tiroidectomizadas
se relacionaba cuantitativamente con la dosis de tiroxina empleada, dichos efectos se
observaban más pronto con dosis altas de 14, y según el tiempo transcurrido desde
la administración de la hormona; demostraron también que la concentración de GH
en pituitaria aumentaba antes que sus valores circulantes. Asípues, no resulta extraño
que el tratamiento llevado a cabo durante 10 días, en ratas destetadas y adultas,
mostrara niveles más cercanos a los presentados por los animales control, y lo mismo
sucedió con el contenido hipofisario de Gil en ratas adultas rehabilitadas. De nuevo,
se debe destacar el hecho de que las ratas destetadas mostraran un comportamiento
intermedio entre la etapa neonatal y la adulta, puesto que al igual que las primeras,
presentaron, tras el tratamiento con T4~ unos niveles de GH circulantes superiores a
los de sus respectivos controles. Además, la normalización de los niveles de las
hormonas tiroideas en los animales adultos se acompañó de un aumento gradual en
los valores plasmáticos de GR e insulina, mientras que en el caso de las ratas
destetadas, el tratamiento con tiroxina, que causó un fuerte incremento en los niveles
séricos de ‘[3 y T4, produjo un aumento rápido y brusco en las cifras circulantes de
Gil e insulina. Se encontró un paralelismo entre los niveles plasmáticos de GH e
insulina ya descrito con anterioridad (Montes, 1977; Bedo, 1991) en todas las
poblaciones estudiadas.
Se debe destacar el hecho de que el tratamiento hormonal llevado a cabo
mediante pellets, que constituye una pauta de administración más continuada y
fisiológica que la inyección, ofrezca una normalización de los valores para estos
parámetros endocrinos basales, dato que se deberá tener en cuenta para futuros
estudios. Así pues, esta restitución de los parámetros endocrinos después de la
rehabilitación con T4 de los animales destetados y adultos tiroidectomizados (Tabla
9) estuvo de acuerdo con lo esperado según los resultados anteriormente establecidos
en la literatura científica.
4.2.1. IGFs e IGFBPs en neonatos.
El tratamiento con 14 disminuyó los niveles séricos de IGF-I y II en los
neonatos tiroidectomizados, aunque la expresión hepática del ARNm permaneció
elevada para ambos factores respecto a las ratas control, como sucedía en la
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población tiroidectomizada antes del tratamiento. Sólo se igualó la cantidad de los
tránscritos de IGF-II a los animales control cuando las ratas fueron tratadas con el
pellet. Este hecho pareció sugerir una vez más que, en la población neonatal, la
alteración en los niveles de IGF-I asociada al hipotiroidismo no era secundaria a la
secreción de Gil, ya que las dosis de T4 dadas restauraban por encima de los valores
control los niveles de Gil. Sin embargo, los niveles de insulina, aunque disminuyen
con respecto a los animales no tratados, siguen altos respecto a los control; en dichas
circunstancias, los valores circulantes de IGF-I se rehabilitan igual a los controles,
pero no la expresión de IGF-I. Dicha rehabilitación parcial de IGF-I apunta a una
acción directa de las hormonas tiroideas a través de la GH y al margen de la insulina,
que sigue alta en los animales neonatales.
El descenso de IGF-II después de recibir tiroxina parece mostrar la capacidad
de la hormona de acelerar el proceso de maduración de IGFs, ya que el IGF-II es el
IGF abundante en periodo fetal, y ha sido descrito por otros autores, que el paso a
valores circulantes altos de IGF-I (IGF del periodo adulto), parece regulado por las
hormonas tiroideas (Gallo, 1991; Nanto-Salonen, 1993). También se muestra en los
animales tiroidectomizados neonatales que la elevación de la glucemia juega un papel
en la restauración del IGF-II, como se había descrito (Rivero, 1995).
En cualquier caso, la disminución de los niveles de insulina en los neonatos
tiroidectomizados rehabilitados, respecto a los animales operados, parece jugar un
papel en la restauración de los valores séricos de IGF-I; consecuentemente, las ratas
neonatales sometidas al tratamiento con 14 mostraron una correlación alta y positiva
entre los niveles circulantes de insulina e IGF-I, aunque dicha correlación fue mayor
cuando la administración de la T4 se realizó por medio de pellet que por inyección.
Por otro lado, el coeficiente de correlación fue pobre para la Gil, pero no tan bajo
como se encontraba en los animales tiroidectomizados sin rehabilitar, mostrando que
en este caso, los valores altos de Gil circulante parecen jugar un papel en la
rehabilitación. De nuevo se repitió el hecho de que la correlación fue mejor al tratar
a los animales con el pellet frente al otro tratamiento. Estos hechos apoyan una vez
más que, a pesar de que el IGF-I parece regulado por la insulina en periodos
inmaduros del desarrollo (Bóni-Schnetzler, 1991; Rivero, 1995; Goya, 1996), la GH
juega también un papel en determinadas circunstancias.
La rehabilitación con T4 causó un descenso en las proteínas ligadoras de
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3OkDa (IGFBP-1 y 2) y un aumento en IGFBP-3 en neonatos, mientras aumentaron
en destetadas y adultas ambas proteínas, es decir, se produce, en las tres poblaciones,
una rehabilitación a nivel circulante de estas IGFBPs después del tratmiento con 14.
La implantación del pellet de 14 a animales neonatales tiroidectomizados se
acompañó de una disminución en los valores séricos y de expresión del ARNm de las
dos proteínas transportadoras del complejo de 3OkDa; las variaciones fueron más
pronunciadas en la transcripción que a nivel circulante.
La IGFBP-1 se encuentra regulada por la insulina (Baxter, 1995), sin
embargo, y quizás debido a que los valores plasmáticos de esta hormona no se
restauraron totalmente a los niveles control, la administración de T4 no fue capaz de
normalizar completamente la secreción y producción de esta proteína transportadora;
de hecho, se ha descrito in vitro que la adición de la T3 no afecta a la expresión de
IGFBP-1 y 2, pero sí a la de IGFBP-4 (Demori, 1997). La normalización de IGFBP-
2 muestra claramente la idoneidad del tratamiento con pellet para su recuperación.
La concentración sérica y de ARNm en hígado de IGFBP-3 aumentó con el
tratamiento con T4, si bien este incremento fue mayor en el caso de la administración
por pellet que dando la inyección. Esta proteína de alto peso molecular está regulada
fundamentalmente por la Gil, por ello otros autores, al administrar hormona de
crecimiento a las ratas hipotiroideas igualaron su nivel a los valores control (Nanto-
Salonen, 1993).
Por otra parte, cabe destacar el hecho de que a pesar de que la rehabilitación
de los IGEs y sus IGFBPs no fue muy buena en los animales neonatales
tiroidectomizados, sobre todo para los IGFs, ello fue, sin duda, debido a la baja dosis
de 14 empleada en el experimento.
En todos los casos, se encontró un paralelismo entre las alteraciones de los
niveles circulantes y de los tránscritos hepáticos de estas IGFBPs, lo que sugería la
existencia de una regulación a nivel transcripcional (Nanto-Salonen, 1992; Latimer,
1993).
4.2.2. IGFs e IGFBPs en destetados y adultos.
La tiroidectomía se asocia con unos bajos niveles circulantes y de expresión
del ARN hepático de IGF-I (Rodríguez-Arnao, 1993b), pero la administración de T4
los aumenta (Chernausek, 1983; Nanto-Salonen, 1991), tal como sucede en nuestros
resultados para animales destetados y adultos. Se ha demostrado también que el
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estado tiroideo puede alterar la expresión del IGF-I en otros tejidos además del
hígado: la 13 aumenta los efectos de IGF-I en cultivos de osteoblastos (Schniid, 1992;
Varga, 1994) y de células de Sertoli (Palmero, 1990). No obstante, el tratamiento con
14 mostró unos resultados dispares: la administración de la hormona mediante la
inyección rehabilitó sólo parcialmente los niveles de expresión y séricos de este factor
de crecimiento (van Buul-Offers, 1994), aunque el pellet sí los normalizó, lo que
parece indicar que la eficacia de la pauta hormonal depende no sólo de la dosis o la
duración del tratamiento, sino también de la forma de administración o de la vía
(Latimer, 1993). El paralelismo encontrado entre los niveles circulantes y los del
ARN hepático del IGF-I en animales destetados y adultos tiroidectomizados y tratados
con 14 sugiere el hecho de que la regulación de las hormonas tiroideas sobre el IGF-I
parece hacerse a nivel transcripcional (Wolf, 1989), siendo, en la etapa adulta, la
GIl, la hormona que actua como mediadora principal de las hormonas tiroideas, y
que es capaz de alterar la síntesis y/o estabilidad de los tránscritos del ARN de IGF-I
en el hígado de rata (Roberts, 1986). Consecuentemente, los análisis de regresión
lineal en estos estadios, destetado y adulto, mostraron una correlación alta y positiva
entre los niveles plasmáticos de Gil y los séricos de IGF-I, y dicha correlación fue
pobre para la insulina. En cualquier caso, en las ratas adultas, el coeficiente fue más
alto cuando la administración se realizó con pellet frente a la inyección, y aumentó
más cuanto mayor fue la duración del tratamiento, lo que parece indicar una vez más
a la GIl en la etapa adulta como mediadora de la acción de las hormonas tiroideas
sobre la secreción de los IGFs (Kitauchi, 1998). En cuanto a las ratas destetadas, el
coeficiente de correlación mejoró con el tratamiento por pellet respecto a la
inyección.
La administración de T4 a las ratas destetadas y adultas operadas causó un
aumento en los niveles séricos de las dos proteínas del complejo de 3OkDa y de la
expresión hepática de IGFBP-1. La expresión del gen de esta proteína transportadora
está regulada por la insulina (Ooi, 1990), y la insulina aumentó después del
tratamiento; quizás, además, estos cambios en los niveles circulantes de IGFBP-l,
probablemente, estarían relacionados con acciones directas de la 14, al menos en
parte, puesto que se ha visto que la T3 es capaz de aumentar el ARNm y la secreción
de esta proteína in vivo y en cultivos de células de hepatoma humano (Rodríguez-
Arnao, 1993b; Mielí, 1994). No obstante, estos cambios, en nuestro estudio, parecen
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mediados por el aumento progresivo de insulina (Rivero, 1995; Goya, en prensa en
Life Sci.).
La alta expresión del ARNm de IGFBP-2 se normalizó por el tratamiento con
14 también en el suero, de acuerdo con Nanto-Salonen y col. (1992). Por otro lado,
Nanto-Salonen y col. (1993) mostraron que la administración de Gil a ratas
hipotiroideas no afectaba a la expresión del gen de IGFBP-2, con lo que parecía que
la regulación de esta proteína involucraba otros mecanismos, y entre ellos estarían
las hormonas tiroideas (Nanto-Salonen, 1993); una evidencia de esta modulación de
la IGFBP-2 por las hormonas tiroideas se ha mostrado en cultivos de osteoblastos,
donde aumentaba la producción y secreción de esta proteína transportadora por la
administración de 13 (Schmid, 1992).
Las concentraciones sérica y de ARNm hepático de IGFBP-3, que disminuían
después de la tiroidectomía, aumentaron después del tratamiento con T4, al igual que
habían establecido otros autores (Nanto-Salonen, 1993). De nuevo, pareció estar claro
que este efecto era debido a un aumento progresivo de la secreción de GIl. Se ha
descrito que la administración de CH a ratas hipotiroideas normalizaba los niveles de
IGFBP-3 (Nanto-Salonen, 1993), lo que establece que la expresión de esta proteína
ligadora está regulada por los niveles de CH.
El hecho de que los niveles circulantes y de ARNm en hígado de estas
IGFBPs varien de forma paralela, sugirió la existencia de una regulación a nivel de
la transcripción por parte de la 14, cosa que previamente había sido mostrada en los
animales destetados y adultos por otros autores, y también en humanos (Latimer,
1993; Nanto-Salonen, 1992; ; Angervo, 1993b; Mielí, 1994).
Finalmente, cabe destacar el hecho de que el efecto de la 14 sobre los niveles
de las IGFBPs parece ser específico del órgano (Latimer, 1993). En nuestros
resultados, la restauración en la expresión de estas proteínas varió dependiendo de la
vía de administración empleada y de la duración del tratamiento, ofreciendo mejores
resultados el tratamiento más largo y cuando la liberación de la tiroxina administrada
fue continuada.
4.3. ESTUDIO DE LA REHABILITACION CON 14 EN SITUACIONES
DE DIABETES EN PERIODO NEONATAL Y ADULTO.
La diabetes causó un descenso del peso corporal (Maiter, 1989) que se
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acompañó de una disminución en los niveles circulantes de insulina, 13, T4~ Gil, y
de esta última hormona también a nivel hipofisario. Se ha descrito que esta
enfermedad altera el axis hipotálamo-hipófisis-tiroides; se produce una reducción en
los niveles del TRH hipotalámico y plasmático (González, 1980; Aláez, 1992a) y de
la TSH hipofisaria y circulante (Aláez, 1992a; Rodríguez, 1992), disminuye la
velocidad de secreción de ‘[Sil, la respuesta de la TSH a la TRI-I (Pastor, 1983;
Aláez, 1992a) a pesar de que el metabolismo periférico de la ‘[Sil es normal, y
tienen lugar numerosos cambios estructurales en la glándula tiroidea (Tontis, 1990).
Además, desciende la producción de hormomas tiroideas (Tontis, 1990; Rodríguez,
1992) y la desyodación de T4 a 13 en los tejidos periféricos (Ortiz-Caro, 1984; Aláez,
en prensa en Metabolism; Calvo, 1997) y, como consecuencia de ello, se produce una
disminución en las concentración de ambas yodotironinas en la mayoría de los tejidos
(Aláez, 1992a; Ortiz-Caro, 1984). lodos estos cambios en el estado tiroideo se
consideran como una respuesta adaptativa causada por la limitada disponibilidad de
energía a nivel celular.
En la rata, la diabetes inducida por STZ se acompaña de un descenso en los
niveles plasmáticos y el contenido hipofisario de Gil (Rodríguez, 1992; Giustina,
1994; Flyvbjerg, 1995). Este defecto podría deberse a un aumento de la somatostatina
hipotalámica, que motivaría una disminución en la velocidad de transcripción del gen
de GH, aunque esto sólo no explicaría totalmente el descenso en los niveles de
ARNm y de Gil en pituitaria observado en la diabetes (Martial, 1977; Rodríguez,
1992). Se podría pensar, por tanto, que la administración de T4 a estas ratas
diabéticas normalizaría los niveles de la hormona de crecimiento circulantes e
hipofisarios, así como su expresión en esta glándula, pero esto no es así, dado que
Bedo y col. (1991) describieron que para conseguir una regulación normal del gen
de la GIl por las hormonas tiroideas es necesaria la insulina. Este hecho se
comprueba en los animales diabéticos adultos de nuestro trabajo, en los cuales, las
dosis de T4 no aumentan la insulina y tampoco la GH a los valores control; sin
embargo, no sucede lo mismo en los neonatos diabéticos de nuestro experimiento, en
los que el aumento de Gil después de la administración de T4 se produce sin un
incremento en la insulina.
4.3.1. IGFs e IGFBPs: niveles séricos y expresión del ARNm hepático.
La diabetes se asocia con unos bajos niveles circulantes y de expresión del
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ARN hepático de IGF-I (Ishii, 1994; Rivero, 1995). Sin embargo, esta enfermedad
altera la expresión de este factor de crecimiento también en otros tejidos como riñón,
músculo esquelético o glándulas adrenales (Luo, 1991; Bornfeldt, 1992; Ishii, 1994).
No se conoce totalmente la causa por la que disminuye la expresión del IGF-I
en la diabetes, aunque parece depender de la interacción de varias hormonas, entre
las que se incluyen la insulina y la Gil (Miller, 1981). En esta enfermedad, se sabe
que se produce una resistencia a la GR en el hígado de los animales (Maiter, 1989),
pero también los efectos directos o indirectos de la insulina parecen ser necesarios
para mantener los niveles normales del ARNm de IGF—I (Bornfeldt, 1992).
A pesar pues, de que el cuadro metabólico es totalmente distinto en una rata
diabética y en una hipotiroidea, nosotros quisimos estudiar hasta qué punto la
rehabilitación con hormona tiroidea del axis IGFs/IGFBPs guardaba o no paralelismo
con lo que había ocurrido en la rehabilitación de los animales hipotiroideos. El hecho
de que se encuentre un paralelismo entre los niveles circulantes y los del ARNm
hepático de IGF-I sugiere que, en la rata diabética la expresión del gen de IGF-I se
regula a nivel transcripcional, lo que estuvo de acuerdo con lo descrito por Adamo
y col. (1991) y Pao y col. (1992).
Las ratas neonatales diabéticas que recibieron el tratamiento hormonal con T4
aumentaron los niveles séricos y de expresión en hígado de IGF-I, aunque la
administración de T4 a los animales adultos no pareció tener ningún efecto sobre los
valores séricos, de acuerdo con Ikeda y col. (1990), y de expresión en hígado de este
factor de crecimiento. Sin embargo, la administración de insulina a niños diabéticos
eleva los valores de IGF-I antes de incrementar los niveles de receptores de GH y sin
aumentar las cifras de hormona de crecimiento, lo que sugeriría, en la diabetes, un
efecto estimulatorio directo de la insulina sobre la producción hepática de IGF-I para
las edades tempranas del desarrollo (Bereket, 1995). Sin embargo, en nuestro trabajo,
obtenemos una restauración de IGF-I en los animales neonatales tratados con tiroxina
sin un aumento de insulina, lo cual prueba que, en estas circunstancias, el aumento
de IGF-I se ha producido por una acción directa de T4 a través, probablemente, de]
aumento producido en la Gil. En los animales adultos, cuya secreción de IGF-I y
expresión de su ARNm hepático hemos demostrado que depende de los niveles de
Gil, es natural que las dosis dadas a nuestros animales diabéticos, que no aumentan
la Gil, no restauren tampoco los valores de IGF-I.
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El modelo de diabetes por STZ mostró unos niveles circulantes de IGF-II
disminuidos y una expresión en hígado aumentada respecto a las ratas control. Sin
embargo, existen muy pocas referencias bibliográficas, y con resultados dispares,
acerca de la regulación del IGF-II en situaciones como la diabetes; así, los distintos
autores mostraron unos niveles de IGF-II elevados (ilalí, 1989), no alterados o
disminuidos (Merimée, 1984; Rivero, 1995). La administración de 14 a los animales
diabéticos no alteró los bajos niveles de IGF-II mostrados por las ratas no tratadas,
y bajó su ARNm, de acuerdo con lo observado por Nanto-Salonen y col. (1993).
La diabetes disminuye las proteínas transportadoras de 30 y 45kDa, o sea
IGFBP-I y 2 e IGFBP-3. El estudio realizado mediante “Western inmunoblot’ mostró
que, en el periodo neonatal, la diabetes aumenta los niveles circulantes de IGFBP-1,
y de IGFBP-2 de acuerdo con Ooi y col. (1990) y Unterman y col. (1990), e igual
ocurre en el hombre (Quin, 1994; Bereket, 1995). Este aumento en la expresión de
IGFBP- 1 se debe a la regulación inversa descrita entre la insulina sobre IGFBP- 1
(Baxter, 1995).
Las alteraciones en los valores séricos del complejo de 3OkDa se acompañaron
de unas modificaciones a nivel de la expresión en hígado en sentido inverso, es decir,
se produjo un aumento en los valores de ARNm de IGFBP-1 y 2 tanto en las ratas
neonatales como en las adultas (Ooi, 1990; Rivero, 1995), lo que sugiere que no se
están regulando a nivel transcripcional. Sin embargo, convendría, en un futuro,
revisar dicha aseveración repitiendo el Western ligand blot’ con una población
diabética más amplia. Ooi y col. (1991) demostraron que el aumento en los niveles
del ARNm de IGFBP-1 se debía a un incremento en la velocidad de transcripción del
gen de esta proteína, y así mismo, en estados diabéticos, se ha descrito la magnitud
y velocidad del descenso en la transcripción de IGFBP-1 después del tratamiento con
insulina (Ooi, 1992b; Pao, 1992).
A pesar de que los niveles de ARNm de IGFBP-2 también aumentaban en el
hígado de los animales diabéticos, no se ha encontrado un aumento en la transcripción
del gen de esta proteína, por lo que se ha sugerido una regulación post-transcripcional
(Tseng, 1992). No obstante, cabe destacar que la expresión de IGFBP-2 está regulada
de manera específica y diferente en cada órgano en condiciones metabólicas
anormales como la diabetes (Chen, 1994).
Los niveles de IGFBP-3 fueron inferiores a los controles en las ratas
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diabéticas neonatales, adultas (Rivero, 1995; Rodgers, 1995) y en el hombre
(Brismar, 1994; Bereket, 1995; Hanaire-Broutin, 1996). Estos bajos valores
circulantes se asociaron a una disminución en la abundancia del ARNm de esta
proteína (Rivero, 1995), todo lo cual está de acuerdo con nuestros resultados, y el
tratamiento con 14 no parece aumentar ni los valores circulantes de las IGFBPs ni la
expresión hepática de su ARNm a los controles, aunque su aumento con respecto a
los animales diabéticos es evidente en nuestros resultados. Villafuerte y col. (1996)
han demostrado en cultivos de hepatocitos que la insulina estimula la transcripción
del gen de IGFBP-3, y que aumenta la liberación de la proteína, pero ello no lo
hemos encontrado en nuestro trabajo. Así pues, la IGFBP-3 durante el periodo
adulto, en la diabetes, disminuye tanto en suero como la expresión de su ARNm, y
por tanto, parece regulada a nivel transcripcional. Además, recientemente se ha
demostrado que en la diabetes se produce un aumento en actividad proteolítica de esta
proteína (Fowlkes, 1997; Rechíer, 1998), lo que explicaría también los bajos niveles
de IGFBP-3 encontrados en los animales diabéticos.
Hay que remarcar pues, que los resultados obtenidos con animales diabéticos
neonatales y adultos, muestran una disminución de IGF-I y de IGF-II en suero en el
periodo neonatal, y de IGF-I en periodo adulto, con reducción en ambos de su
expresión hepática, y que ello se acompaña de una gran reducción de insulina y de
Gil circulante en adulto, y en neonato, tan solo de insulina, aunque, en ambos, bajan
las hormonas tiroideas. Las dosis de 14 restauran la Gil circulante y pituitaria en
neonatos pero no la insulina, y rehabilitan el IGF-I en suero, así como la expresión
de su ARNm, cosa que no sucede en adulto, ya que la Gil no aumenta, y por tanto,
no se restauran los IGFs. Ello ratifica el papel de la GH como mediadora de las
acciones de las hormonas tiroideas sobre la secreción de IGF-I en periodo adulto, y
muestra que, en periodo neonatal, en circunstancias en las cuales la insulina está baja,
como en los neonatos diabéticos tratados con T4, las hormomas tiroideas consiguen
rehabilitar los niveles de IGF-I a través de un aumento de Gil (Mathews, 1986;
Bichell, 1992). Estos datos, junto con los obtenidos en ratas neonatales hipotiroideas,
parecen mostrar que en etapa neonatal, las hormonas tiroideas ejercen sus acciones
sobre la secreción de IGF-I en primer lugar, a través de la insulina y sólo, en
segundo término, cuando la insulina está bloqueada, diabetes con STZ, la mediadora
pasa a ser la Gil, sin embargo, es la Gil siempre la mediadora en periodo adulto.
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Estos resultados sobre animales diabéticos ratifican pues los obtenidos en ratas
hipotiroideas tratadas con 14, ya que los animales hipotiroideos neonatales tratados
con tiroxina también rehabilitan parcialmente el IGF-I con un aumento grande de GR.
Las IGFBPs, tanto las de 3OkDa como la IGFBP-3, parecen regularse según
un estado metabólico muy complejo en la diabetes que se debería estudiar a más largo
plazo, por lo cual se puede concluir poco de este estudio; tan solo se ve claramente,
una vez más, que en situación de franca diabetes, la IGFBP-1 se regula de forma
inversa a los niveles de insulina.
4.4. ESTUDIO DE LAS VARIACIONES DE LOS TRANSPORTADORES DE
GLUCOSA (GLUTs) EN ANIMALES NEONATALES HIPOTIROIDEOS.
POSIBLE CORRELACION ENTRE LAS ACCIONES DE LAS HORMONAS
TIROIDEAS, GLUTs Y EL AXIS IGFs/IGFBPs.
Este estudio pretende establecer la posible existencia de una conexión,
mediada por las hormonas tiroideas, entre el patrón ontogénico de cambio de los
GLUTs y los IGEs. Se ha descrito que la transición del GLUT-1 (forma
predominante en etapas inmaduras) al GLUT-4 (transportador típico de la edad
adulta), en músculo y tejido adiposo, tiene lugar el día 4 de vida (Santalucía, 1992),
y que las hormonas tiroideas parecen retrasar esta pauta ontogénica (Castelló, 1994).
Por otro lado, también se sabe que el cambio en el predominio de la forma fetal de
los IGFs (IGF-II) a la adulta (IGF-I) se produce en la segunda semana de desarrollo
y que está influenciado por las hormonas tiroideas (Gallo, 1991; Nanto-Salonen,
1991; Nanto-Salonen, 1992); así pues, se decidió estudiar un modelo de
hipotiroidismo a 2 y 4 días de vida (momento del cambio de los GLUTs) y a 8 y 20
días de edad (transición de los IGFs) para evaluar en él las posibles alteraciones en
los cambios de estas proteínas (GLUTs e IGFs> y el papel que las hormonas tiroideas
desempeñaban en dicha modificación de estas pautas.
El peso corporal y los niveles circulantes de hormonas tiroideas disminuyeron
en los animales neonatales hipotiroideos, excepto a los 2 días de vida (Nanto-Salonen,
1991), aunque el descenso de estos parámetros fue más acusado en aquellos a los que
se les practicó la tiroidectomía, población de 8 y 20 días, respecto a aquellos que
recibieron el fármaco bociógeno, población de 2 y 4 días. Estos resultados ya se
habían obtenido en aquellas poblaciones de animales neonatales, 10-20 días, que
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fueron sometidas a la operación quirúrgica frente a las que recibieron el MMI en la
primera parte de este trabajo; así pues, en este experimento vamos a poder hablar de
dos grupos de animales hipotiroideos neonatales que van a presentar un
comportamiento paralelo al de las dos poblaciones antes citadas: tratadas con el
fármaco antitiroideo (MMI) y sacrificadas a 2 y 4 días y tiroidectomizadas, población
sacrificada a 8 y 20 días. El hecho de que las ratas de 2 días no presenten un menor
peso corporal puede estar motivado por los cambios hormonales del momento del
nacimiento y también porque necesiten un periodo de latencia entre el comienzo de
la administración del MMI y la manifestación de sus efectos (Flórez, 1992). No
obstante, todos los neonatos hipotiroideos, incluidos los de 2 días de vida,
presentaron una reducción en los niveles plasmáticos y el contenido hipofisario de
Gil, lo cual apoya el papel crucial de las hormonas tiroideas en la regulación de la
síntesis de Gil (Seo, 1981). Se encontró un descenso en la insulinemia de los
animales de 4 días, y un aumento en las ratas neonatales sacrificadas a 8 y 20 días;
todo ello concuerda totalmente con lo que obtuvimos en la primera parte del trabajo,
y ratifica nuestros resultados anteriores.
4.4.1. IGFs e IGFBPs: niveles séricos y expresión del ARNni hepático.
Se puso de manifiesto la existencia de un paralelismo entre los niveles
circulantes de insulina e IGF-I, de modo que los neonatos tratados con MMI
presentaron unos valores inferiores a los de sus controles, mientras que los animales
tiroidectomizados mostraron unas cifras de ambos péptidos superiores a los de sus
controles, de modo análogo a lo que se había descrito para las poblaciones neonatales
(apartado 4.1).
Los animales de 2 días de vida, que recibieron MMI, mostraron un peso y
unos niveles circulantes de hormonas tiroideas, insulina e JGF-I similares a los de las
ratas control y una GH disminuida, lo que parece sugerir una vez más que, en las
etapas inmaduras del desarrollo es la insulina, y no la Gil, la hormona que regula la
síntesis y secreción de los IGFs (Rivero, 1995; Goya, 1996), tal como se sugiere en
la primera parte del trabajo.
Por otro lado, tanto la tiroidectomía como el tratamiento con MMI, aunque
guardan el perfil normal de descenso progresivo de IGF-II asociado a la edad, sus
valores estuvieron por encima de los controles (Latimer, 1993; Nanto-Salonen, 1993).
La diferencia entre los dos grupos de ratas hipotiroideas, en cuanto a niveles de IGF-
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II, se puede explicar por el efecto regulador de la glucemia sobre el IGF-II en
periodos inmaduros (Rivero, 1995; Goya, 1998), dado que los niveles de glucosa en
sangre disminuyen en los animales tiroidectomizados, aunque no en los tratados con
el fármaco antitiroideo.
De nuevo se encontró una correlación alta y positiva entre los niveles
circulantes de insulina e IGF-I, que se confirmó mediante el análisis de regresión
lineal, que además, ratificó la existencia de una pobre correlación entre los valores
plasmáticos de Gil e IGF-I en estas poblaciones. Así pues, estos resultados
corroboraron la importancia de la insulina, y no la Gil, en la regulación de la
secreción de IGF-I en estadios inmaduros de desarrollo (Bóni-Schnetzler, 1991;
Rivero, 1995; Goya, 1996).
En la rata, existe una secuencia de aparición de las IGFBPs (Donovan, 1989;
Rivero, 1995); en el periodo adulto, la mayor parte de los IGFs está presente en la
circulación como un complejo proteico de l5OkDa (ALS) que prolonga la semivida
en el plasma de los IGFs y proporciona una reserva de dichos factores para los
tejidos. Sin embargo, en etapas inmaduras, el complejo predominante (5OkDa), ya no
está formado por IGFBP-3 sino por IGFBP-1 y 2, que no son dependientes de la Gil
como la IGFBP-3 (Rivero, 1995; Goya, 1996). Estas proteínas, IGFBP-1 y 2, pueden
ejercer acciones metabólicas independientes de los IGFs (Lewitt, 1991; Baxter, 1995;
Rajaram, 1997).
El hipotiroidismo, como hemos visto a lo largo de este trabajo, altera los
niveles de las IGFBPs, y por tanto, la actividad biológica de los IGFs. También,
como en otras ocasiones, tenemos dos grupos de animales neonatales: las ratas
hipotiroideas de 2 y 4 días de vida, que muestran un comportamiento similar al de
los neonatos tratados con MMI (descenso de los niveles de IGFBP-1 y 3, y aumento
de los de IGFBP-2), y los animales tiroidectomizados sacrificados a 8 y 20 días de
edad (desciende IGFBP-3 y aumentan IGFBP-1 y 2); al igual que sucedía en la
primera parte del trabajo, y ello se produce también con un cuadro endocrino
diferente: uno, que cursa con insulopenia y normoglucemia (animales tratados con
MMI y sacrificados a 2 y 4 días), y otro, con altos niveles de insulina e hipoglucemia
(ratas de 8 y 20 días tiroidectomizadas).
Sin embargo, los animales de 2 y 4 días tratados con MMI no mostraban los
valores circulantes de 3OkDa aumentados, sino disminuidos; ello es porque el cuadro
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metabólico, niveles de insulina y OH, no coincide totalmente con los animales
neonatales MMI de 10 días de la primera parte del trabajo. Sin embargo, si se
encuentra, por “Western inmunoblot’, los valores de IGFBP-I disminuidos y los de
IGFBP-2 aumentados. Los animales sacrificados a 8 y 20 días tiroidectomizados se
comportan como los tiroidectomizados de la primera parte en cuanto a las
concentraciones circulante y de ARNm de IGFBP-1 y 2, motivado por la regulación
que ejerció la insulina sobre esas proteínas transportadoras (Baxter, 1995); es decir,
encontramos resultados similares a los de la primera parte del trabajo en ambos
grupos de animales neonatales tiroidectomizados en cuanto a IGFBPs.
Las IGFBPs de bajo peso molecular (IGFBP-1 y 2) disminuyeron conforme
aumentaba la edad del animal en los controles. Los niveles de IGFBP-3 en suero y
la expresión de su ARNm en hígado descendieron en el hipotiroidismo, lo cual es
debido a los bajos niveles de Gil registrados (ilervás, 1975).
4.4.2. GLUTs: niveles en membrana cruda de corazón, hígado, cuadriceps
y gastrocnemius.
La regulación de los transportadores de glucosa por las hormonas tiroideas u
otros factores es diferente en función del tejido de que se trate, e incluso, depende
del transportador de glucosa considerado (Postic, 1993b). En el corazón, en los
animales control, nuestros resultados muestran claramente el descenso en el contenido
de GLUT-1 y el incremento de GLUT-4 asociado a la edad (Santalucia, 1992). El
hipotiroidismo causó un descenso en el contenido de GLUT-4 y aumentó la cantidad
de GLUT-1; otros autores han mostrado también estas mismas variaciones en la
expresión de estos transportadores durante la etapa perinatal (Castelló, 1994). Se ha
descrito un aumento dosis-dependiente de la expresión de GLUT-4 por el tratamiento
con 13 en cardiomiocitos procedentes de ratas adultas (Gosteli-Peter, 1996). Por
tanto, parece claro que el déficit de hormonas tiroideas conduce a un desajuste del
descenso de GLUT-1 que ocurre en la etapa perinatal, a la vez que disminuye el
aumento en la cantidad de GLUT-4 típico del periodo adulto; se produce un retraso
en el cambio del patrón ontogénico de expresión de los transportadores de glucosa.
El hígado juega un papel fundamental en la regulación de la homeostasis
glucídica, y en él, el GLUT-2 está mayoritariamente situado en la membrana
plasmática (Stephens, 1995) y el transporte de glucosa va a depender directamente
de la cantidad de GLUT-2.
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Nuestros resultados muestran claramente tres aspectos: 1) el GLUT-2 hepático
se va incrementando a lo largo del desarrollo de acuerdo con Rubio y col. (1997) y
Postic y col. (1994) en los controles; 2) el hipotiroidismo afecta al contenido hepático
de este transportador de glucosa de acuerdo con Weinstein y col. (1994); 3) el
GLUT-1 aumenta en hígado en los animales hipotiroideos respecto a los valores
control. Luego parece, que en estos animales hipotiroideos, tanto en corazón como
en hígado, se produce un retardo en la aparición de ambos transportadores. Sin
embargo, es difícil e imposible con los datos actuales poder relacionar los niveles de
IGF-I alterados en dichos animales y las variaciones encontradas en los
transportadores de glucosa, realmente parecen procesos sin correlación entre ellos.
En los músculos esqueléticos (cuadriceps y gastrocnemius), al igual que en el
corazón y todos los tejidos insulino~sensibles, se expresan dos isoformas de
transportador: GLUT-4 y GLUT-1, siendo el primero el más abundante (80-90%) y
responsable de más del 85% de la captación de glucosa estimulada por la insulina.
Del mismo modo que en el corazón, pudimos observar en los animales control como
durante la etapa neonatal, el transportador predominante era el GLUT-1, pero fue
sustituido por el GLUT-4 conforme avanzaba la edad del animal (Santalucía, 1992).
La expresión de los transportadores del músculo esquelético está controlada
por varios factores. Se había descrito que la administración de T3 aumentaba la
expresión del GLUT-4 en el músculo esquelético de las ratas adultas (CasIa, 1990;
Weinstein, 1991; Torrance, 1997a), e inducía la diferenciación de esas células in
viti-o (Shimokawa, 1997) y, se había demostrado que las hormonas tiroideas poseían
una acción directa sobre la expresión de este transportador, puesto que el gen del
GLUT-4 posee un elemento de respuesta a estas hormonas (Ezaki, 1997; Shimokawa,
1997). No obstante, también la insulina parecía tener un importante papel en este
tejido y sobre este transportador, al igual que en el corazón (Fischer, 1997>; bajo el
efecto insulínico, una pequeña proporción de GLUT-1 intracelular se relocalizaba en
la membrana plasmática en la fibra muscular (Napoli, 1995), aunque, el fenómeno
tiene mucha más importancia para el GLUT-4, dado que la insulina puede aumentar
su proporción en la superficie celular de 15 a 20 veces, en tanto que el GLUT-1 sólo
incrementa de 3 a 5 veces (Camps, 1992; Gould, 1993). Además, estudios in viti-o
(miocitos L6) mostraron que el GLUT- 1, frente al GLUT-4, era menos sensible a la
regulación por glucosa que por la insulina (Koivisto, 1991).
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La regulación de los transportadores de glucosa parece, por tanto, que se
realiza con la participación de las hormonas tiroideas y de la insulina. Así pues, el
hecho de que encontremos un incremento en la cantidad de GLUT-1 y GLUT-4 en
las ratas tiroidectomizadas, que presentaron altos niveles de insulinemia, podría ser
explicado por el fuerte efecto estimulante de esta hormona sobre el transportador. A
los 4 días de vida se produjo un descenso en el contenido de los dos transportadores,
puesto que disminuyeron los niveles de las dos hormonas estimulantes, hormonas
tiroideas e insulina (Shetty, 1996). Por último, a los 2 días de edad, cuando los
animales eran normoinsulinémicos y eutiroideos, sólo se produjo un aumento en el
contenido de GLUT-1 en el cuadriceps (se encontró una tendencia análoga en el
gastroenemius) que podría ser debido a un retraso en el cambio del patrón
ontogénico.
Se podría pensar que el aumento en los animales tiroidectomizados y
sacrificados a 8 y 20 días de vida del GLUT-4 y GLUT-1, y el descenso del GLUT-4
a 2 y 4 días, podría estar propiciado por el aumento y descenso del IGF-I que, como
él, va asociado a una variación paralela de la insulina, pero sin duda, es esta hormona
la causante de los cambios en los transportadores. Por tanto, los datos estudiados de
GLUT-1 y GLUT-4 en los animales hipotiroideos parecen mostrar que no existe una
relación directa entre las variaciones de GLUTs y de IGFs en los animales
tiroidectomizados, sino que ambas variaciones en periodo neonatal, dependen de los
niveles de insulina alterados a su vez por Ja falta de hormonas tiroideas.
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Car~mes
5. CONCLUSIONES.
Animales hinotiroideos neonatales, destetados y adultos
.
Neonatales
1. La comparación de resultados de los parámetros estudiados muestra un cuadro
metabólico distinto entre las dos poblaciones neonatales hipotiroideas estudiadas,
según se produzca la deficiencia de hormonas tiroideas por tiroidectomía, o por
tratamiento con MMI. Gil e insulina están altas en los animales neonatales
tiroidectomizados, y disminuidas en los tratados con MMI, la glucemia está
disminuida en los tiroidectomizados e igual a los controles en los MMI. Con dicho
cuadro metabólico, los animales tiroidectomizados aumentan su IGF-I circulante,
mientras desciende en los tratados con MMI. La expresión de su ARNm hepático
guarda un paralelismo con sus niveles en suero, sugiriendo una regulación
transcripcional -
2. El IGF-II circulante parece regulado por la glucemia de forma positiva; disminuye
en los animales tiroidectomizados y no se altera en los hipotiroideos-MMI. El estudio
de la expresión de su ARNm sugiere una regulación transcripcional.
3. El análisis de correlación lineal de ambas poblaciones neonatales, entre valores
plasmáticos de insulina e IGF-I, muestra una correlación positiva con coeficiente de
correlación muy alto, r=0.91, mientras la correlación es muy baja para valores
plasmáticos de Gil.
4. El estudio de las proteínas ligadoras de IGFs muestra que el aumento encontrado
del complejo de 3OkDa (IGFBP-1 y 2) en los animales hipotiroideos neonatales es
más grande en los hipotiroideos-MMI que en los tiroidectomizados, y tanto los
resultados de “Western immunoblot’, como la expresión de su ARNm hepático,
parecen mostrar que ello se debe a un aumento de IGFBP-2, propiciado, sin duda,
por el cuadro metabólico característico de los animales MMI. La IGFBP-1 no parece
regularse en los animales neonatales de forma inversa a la insulina como ocurre en
adultos. La IGFBP-3 disminuye en ambas poblaciones hipotiroideas neonatales y,
como la IGFBP-2, parece sugerirse una regulación transcripcional.
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5. Por último, los estudios realizados bloqueando la secreción de insulina con
estreptozotocina (SIZ), en los animales neonatales tiroidectomizados, ratifican la
correlación positiva encontrada entre valores circulantes de insulina y de IGF-I, así
como muestran que el IGF-II aumenta con la hiperglucemia, y en ambos, se sugiere
una regulación transcripcional. En cuanto a las proteínas ligadoras, la IGFBP-3 no
varía en plasma, y prácticamente tampoco la expresión de su ARNm. En este caso
de clara diabetes, la IGFBP-1 aumenta al disminuir la insulina, y la IGFBP-2 vuelve
a mostrar una sutil regulación según el cuadro metabólico del animal.
Destetados y adultos
6. Estos animales tiroidectomizados destetados y adultos muestran una disminución
de IGF-I debida a la falta de hormonas tiroideas, y cuya causa parece ser la hormona
de crecimiento disminuida. La regulación parece hacerse a nivel transcripcional.
7. El análisis de correlación lineal muestra una correlación alta entre niveles de Gil
y de IGF-1, y baja con la insulina.
8. En los animales tiroidectomizados, destetados y adultos, disminuye el complejo de
3OkDa (IGFBP-l y -2), y también la proteína ligadora IGFBP-3. Las dosis de insulina
administradas a los hipotiroideos adultos no alteran los niveles de IGEs ni de las
proteínas ligadoras.
9. Se concluye que el mediador de las acciones de las hormonas tiroideas sobre el
axis IGFs/IGFBPs en periodo neonatal parece ser la insulina, pasando a ser la Gil
en periodo adulto.
Rehabilitación
.
LO. Los experimentos de rehabilitación con tiroxina, en periodo neonatal o en periodo
adulto, muestran que la vía idónea de rehabilitación es el pellet, y no la inyección de
tiroxina.
Li. Los animales neonatales tratados con 1.SggIlOOg de peso de 14 durante 5 días
no consiguen rehabilitar sus valores circulantes de IGF-I ni los de IGF-II. Tampoco
consiguen rebajar a los valores control su insulina alta ni su GH plasmática, así como
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la glucemia disminuida; todo ello porque tampoco rehabilitan, con la dosis utilizada,
los niveles de las hormonas tiroideas.
12. Las proteínas transportadoras de 3OkDa y de 45kDa se rehabilitan en la etapa
neonatal con las dosis de T4 empleada.
13. Los animales destetados y adultos tiroidectomizados tratados con 1 .75~g/10Og de
peso de tiroxina durante 5 días rehabilitan todos los parámetros del axis IGFs/IGFBPs
estudiados.
14. El análisis de correlación lineal entre insulina y niveles de IGF-I en neonatos, así
como entre niveles de GH e IGF-I en adultos, muestra una correlación positiva alta
en estos animales rehabilitados. Dicha correlación es mayor en los animales tratados
con pellets en todas las poblaciones y más clara en animales adultos.
Diabetes
.
15. Los animales neonatales diabéticos por STZ tratados con tiroxina rehabilitan los
valores circulantes de IGF-I y la expresión de su ARNm hepático de IGF-I y II, así
como sus proteínas ligadoras, con aumento de GH y no de insulina. Sin embargo, los
animales diabéticos adultos tratados con T4 no rehabilitan, con la dosis administrada,
los parámetros de IGFs, ya que no aumentan tampoco la Gil ni las hormonas
tiroideas hasta los niveles control.
Transportadores de 21uc0sa
16. Las alteraciones encontradas en diversos tejidos de los transportadores de glucosa
en animales neonatales hipotiroideos, muestran que no parece existir correlación
directa entre las variaciones de IGFs y de GLUTs, sino que ambas alteraciones
parecen dependientes de los niveles de insulina, a su vez alterados por el déficit de
hormonas tiroideas -
En resumen, este estudio realizado en animales tiroidectomizados, desde la
etapa neonatal a la adulta de la rata, muestra que la influencia de las hormonas
tirodeas sobre el axis IGFs/IGFBPs varía según la edad del animal que se considere,
siendo el mediador de dicha acción la insulina en periodos neonatales, y pasando a
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ser la GH la hormona mediadora en periodo adulto. El estudio de las variaciones de
las proteínas transportadoras en estos animales tiroidectomizados pone de manifiesto
la importancia del estado metabólico en su regulación, sobre todo, para las proteínas
ligadoras de bajo peso molecular abundantes en etapa neonatal. La IGFBP-3 parece
mostrar una regulación mediada por la hormona de crecimiento, sobre todo en
periodo adulto. Los estudios con animales hipotiroideos, neonatales y adultos,
rehabilitados con tiroxina ratificaron los resultados anteriores, no obstante, en periodo
neonatal estos estudios, junto con los realizados dando tiroxina a animales diabéticos
neonatales, muestran que las hormonas tiroideas en situaciones límites de falta de
insulina también actuan rehabilitando los niveles de IGF-I a través de su acción sobre
la hormona de crecimiento. Estos datos, y los obtenidos sobre la regulación de los
transportadores de glucosa, ponen de relieve que las hormonas tiroideas son factores
endocrinos decisivos en la regulación del desarrollo, no sólo por sus conocidas
acciones especificas sobre el Sistema Nervioso Central, sino porque producen
desequilibrios en vertiente metabólica, alterando otras hormonas como la insulina y
la Gil, que a su vez provocan variaciones en la secreción de factores de crecimiento,
IGFs, totalmente implicados como reguladores de] crecimiento en los mamíferos.
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